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OZET

Oreksinler, varliklar1 ilk olarak istah merkezi olarak bilinen lateral
hipotalamustaki noronlarin hiicre govdelerinde gosterilmis olan bir peptid ailesidir.
Oreksin-A, 33; Oreksin-B ise 28 amino asit icermektedir. OX1R ve OX2R olarak iki
farkli reseptorii tanimlanan oreksinlerin, bilinen en 6nemli fonksiyonu istah ve bes-
lenmenin diizenlenmesidir. Gerek santral, gerekse periferik oreksin sentezinin en
Onemli uyaraninin aclik oldugu bilinmektedir. Gastrointestinal sistemde enterik sinir
sistemi, diiz kas hiicreleri, enterokromafin hiicreleri ve vagal afferent noronlar
oreksinleri ve reseptorlerini icermektedir.

Aclik uygulamasina bagli olarak artan endojen oreksin-A’nin  mide
motilitesine santral ve periferal etkilerinin arastirilmas1 amaciyla planlanmis olan
calismamizda Wistar sicanlar: Tok (a¢hik uygulanmayan), Kontrol (18 saatlik aclik
uygulamasi), SB (18 saatlik aclik uygulamasi+OXI1R antagonisti SB-334867;
10mg/kg, i.v.), VG (18 saatlik aclik uygulamasi+vagotomi), 36 s a¢ (36 saatlik aclik
uygulamasi), 36 s a¢c-SB (36 saatlik aclik uygulamasi+OX1R antagonisti SB-334867;
10mg/kg, 1.v.), 36 s a¢c-VG (36 saatlik aclik uygulamasi+vagotomi) ve 36 s ac-VG-
SB (36 saatlik aclik uygulamasi+vagotomi+OX1R antagonisti SB-334867; 10mg/kg,
1.v.) olarak 8 gruba ayrilmistir. Mide bosalma hizi1 spektrofotometrik olarak, gog
eden motor kompleks (MMC) aktivitesi ise manometrik yontem ile Sl¢iilmiistiir.
Plazma oreksin-A seviyesi radyoimmiinoassay (RIA), mide ve hipotalamus dokula-
rindaki preprooreksin ekspresyonu western blot, mide dokusundaki oreksinerjik
immiinoreaktivite ise immiinohistokimya yontemi ile degerlendirilmistir.

36 saat siireyle a¢ birakilan sicanlarda plazma oreksin-A seviyesi,
hipotalamus ve midedeki preprooreksin protein miktar1 ile midedeki oreksinerjik
immiinoreaktivite gosteren hiicre sayis1 onemli derecede artmustir. Diizeyi artan
endojen oreksin-A, mide bosalma hizini arttirmis ve MMC dongiisiiniin siiresini
uzatmistir. Oreksin-A’nin mide bosalimi ve MMC iizerine olan etkilerinin, OX1R
selektif antagonisti olan SB-334867 uygulamasi ile ortadan kaldirilmasi, s6z konusu
etkilerin OXIR aracilig1 ile gergeklestigini gostermekte olup, vagotomi islemi
oreksin-A’nin bu etkilerini degistirmemistir.

Bu sonuglar 1s181nda, a¢lik durumunda Oreksin-A’nin periferal olarak da artig
gosterdigi, mide bosalimi iizerine hizlandirici, MMC {izerine inhibitor etkisi oldugu
ve bu etkinin santral ve periferal olarak farkli mekanizmalar araciligi ile gerceklestigi
anlasilmaktadir.

Anahtar kelimeler: oreksin-A, aclik, mide bosalma hizi, go¢ eden motor
kompleks, preprooreksin, oreksinerjik immiinoreaktivite



ABSTRACT

At first, orexins were discovered in the neuronal cell bodies of the lateral
hypothalamic area known as satiety center. Orexin-A and orexin-B contain 33 and 28
amino acids, respectively. Orexins have two different receptors described as OX1R
and OX2R. Regulation of feeding and appetite is the mostest known effect of
orexins. It is well-known that fasting is the most efficient stimulant for both central
and peripheral orexin synthesis. Orexins and their receptors are found in enteric
nervous system, smooth muscle cells, enterocromaffin cells and vagal afferent
neurons in the digestive tract. Central administration of orexins has shown that
orexinergic effect on gastrointestinal system motility is mediated by N. Vagus.

Our study was designed to investigate the central and peripheral effects of
fasting-stimulated endogenous orexin-A on gastric motility. Wistar rats were divided
into eight groups as: Satiated (no fasting), Control (fasting treatment for 18 hours),
SB (fasting treatment for 18 hours+OX1R antagonist SB-334867; 10mg/kg, i.v.), VG
(fasting treatment for 18 hours+vagotomy), 36 h fasting (fasting treatment for 36
hours), 36 h fasting-SB (fasting treatment for 36 hours+OXI1R antagonist SB-
334867; 10mg/kg, i.v.), 36 h fasting-VG (fasting treatment for 36 hours+vagotomy)
and 36 h fasting-VG-SB (fasting treatment for 36 hours+vagotomy+OX1R antago-
nist SB-334867; 10mg/kg, i.v.).

The measurements of gastric emptying rate and migrating motor complex
(MMC) were determined by spectrophotometric and manometric methods,
respectively. Plasma orexin levels were assayed with radioimmunoassay (RIA),
gastric and hypothalamic preproorexin expressions were measured with western blot
and the orexinergic immunoreactivity in gastric tissues were determined with
immunohistochemistry.

Plasma orexin levels, preproorexin protein expressions in gastric and
hypothalamic tissues, orexinergic immunoreactivity were significantly increased in
rats exposed to 36 h fasting. The stimulated endogenous orexin-A enhanced gastric
emptying rate and increased duration of MMC cycle. The abolishment of these
effects with administration of selective OX1R antagonist SB-334867 demonstrated
that orexin-A acts on MMC and gastric emptying rate via OX1R. Vagotomy did not
change these orexin-A mediated effects.

According to present results, it was concluded that orexin-A is peripherally
stimulated upon fasting, accelerates the gastric emptying and inhibits the MMC.

These effects are mediated both peripheral and central mechanisms.

Key Words: orexin-A, fasting, gastric emptying, migrating motor complex,
preproorexin, orexinergic immunoreactivity.
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GIRIS

Oreksinler, hipotalamustan salinan ve genleri istah merkezi olarak bilinen
lateral hipotalamusta eksprese edilen bir noropeptid ailesidir. Oreksin-A, 33 amino
asit igeren, 3562 Da agirliginda, oreksin-B ise 28 amino asit iceren, 2937 Da
agirhiginda bir peptid olup, her ikisi de ortak Onciil form olan, kemirgenlerde 130;
insanda 131 amino asit iceren preprooreksinden meydana gelir [1, 3].

Oreksinler besin tiikketimi ve istah ile ilgili olmakla birlikte, uyku/uyaniklik,
dikkat, 6grenme, hafiza, 1s1 regiilasyonu, kan basincinin diizenlenmesi iizerine de
etkilidir [2, 4].

Oreksinlerin reseptorleri olan OX1R ve OX2R, G protein bagh reseptorler
olarak tanimlanmis olup, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunda artig yaparak etki
gostermektedirler. Yapilan calismalarda, OXI1R’nin oreksin-A’ya afinitesinin
oreksin-B’den 100 kat daha yiiksek oldugu, OX2R’nin ise her iki oreksin
molekiiliine afinitesinin esit ya da yakim oldugu gosterilmistir [3, 5]. OX1R ve OX2R
farkl fizyolojik fonksiyonlara aracilik etmekte olup, OX1R daha ¢ok beslenme ve
enerji dengesi, OX2R ise uyku ve uyaniklik islevi ile iliskilidir [6].

Oreksinler ve reseptOrlerinin  varligr enterik sinir sistemi (ESS)’nde
gosterilmistir. Oreksin-A ve OXIR immiinoreaktivitesi submukozal ve myenterik
pleksustaki noronlarda, sadece OXI1R immiinoreaktivitesi ise enteroendokrin
hiicrelerde, dairesel ve uzunlamasina seyreden kas lifleri ile mukozada saptanmustir.
Bunun yani swra OX2R’nin de enterokromafin hiicrelerde (EC) ekspresyonu
gosterilmistir [3,7].

Reseptorlerinin  genis dagilimmdan Otiirii  oreksinler, sindirim sistemi
motilitesine hem santral hem de periferik mekanizmalar aracilig1 ile etki etmektedir.
Oreksin-A’nm intrasisternal uygulamasinin sicanlarda proksimal midede gevseme
yanit1 olusturdugu [8], oreksin-A ve oreksin-B’nin sicanlarda dorsal motor nucleus’a
mikroenjeksiyon yoluyla uygulanmasmin antral motilitede artisga neden oldugu
gosterilmistir [9]. Oreksin-A’nin santral [10] ve periferal [11] uygulamalarinin sican
midesinin bosalma hizini arttirdig: tespit edilmistir.

Midedeki myoelektrik ve kontraktil aktiviteler aghk ve tokluk durumunda iki
ana patern gosterir [12]. Aclik sirasinda, mide ve bagirsakta go¢ eden motor
kompleks (MMC) olarak tanimlanan gegici koordineli bir motor patern gozlenir [13].
MMC, dongiisel sekilde olusan, elektriksel ve mekanik 6zellik tasiyan, genellikle
mide ve ince bagirsakta ayni anda baslayan ve ince bagirsakta uzunlamasina yayilan,
insan ve bircok memelide gozlenen bir aktivitedir. Insanda ve kopekte MMC, her 90-
100 dakikada bir mide ve duodenumda baglar ve tiim ince bagirsagi kat etmesi



yaklasik 90 dakika siire alir. Sicanda ise bir dongiiniin uzunlugu 10-20 dakika
arasindadir [14].

MMC’nin kontrolii agirlikli olarak motilin, ghrelin gibi peptidlerin rol aldig:
hormonal, myenterik pleksusun gorev aldigi intrinsik innervasyon ve N.vagus
aracilig ile saglanan ekstrinsik innervasyonun katilimi ile saglanmaktadir [12, 14,
15]. Periferal oreksin-A’nin sicanda MMC’yi inhibe ederek dongii siiresini uzattigi
ve bu inhibisyonun OXIR antagonisti SB-334867 uygulamasi ile ortadan kalktig:
gosterilmistir [16, 17]. Hormonal ve noral mekanizmalar tarafindan denetlenen mide
bosalimi mide ve duodenumun kontraktil aktivitelerinin koordinasyonu aracilig ile
gerceklesmekte olup, bosalma hizimi belirleyen temel unsurlar antrum ve pilorusdaki
kasilmalarin frekansi, siddeti, siiresi ve yayilma hizlaridir [18, 19, 20].

Gerek santral, gerekse enterik oreksin sentezinin en onemli uyaraninin aclik
oldugu bilinmektedir. Aclik uygulamalarmin kemirgende hipotalamik alandaki
oreksin-A, oreksin-B ve preprooreksin mRNA miktarini, oreksin immiinoreaktif (IR)
noron sayisint [7, 21], insanda [22] ve sicanda [23] plazma oreksin-A seviyesini
arttirdig1 gosterilmistir.

Calismamiz, aghik uygulamasmna bagli olarak artan oreksin-A’nin, mide
motilitesine N.vagus aracili etkisinin yani sira, periferal etkisinin olup olmadigini
gostermek amaciyla planlanmustir.



GENEL BIiLGIiLER

2.1. Oreksinlerin Kesfi

Oreksinler (hipokretinler) 1998 yilinda birbirinden bagimsiz iki farkli grup
tarafindan tanimlanmustir. The Scripps Arastirma Enstitiisii’'nde calisan bir grup
hipotalamusta eksprese olan mRNA’lar iizerinde calisirken; Teksas Universitesi
Southwestern Tip Merkezi’'ndeki diger bir grup ise G-protein bagh yetim
reseptorlerin endojen ligandlari tizerinde yaptiklar1 arastirmalar sirasinda oreksinleri
kesfetmiglerdir [24].

Southwestern Tip Merkezi’'nde Sakurai ve ekibi, her biri farkli bir G-protein
bagl reseptoriin cDNA’sm1 eksprese eden 50’den fazla hiicre dizisini, yiiksek
basmclh s1vi kromatografisi (HPLC) ile sigan beyninden elde edilen fraksiyonlar ile
muamele etmisler ve sitoplazmik kalsiyum konsantrasyonlarindaki artislar:
incelemislerdir. Arastiricilar bazi HPLC fraksiyonlarmin, HFGAN72 adi verilen
yetim reseptorii eksprese eden insan embriyonik bobrek hiicre kiiltiirii HEK293°de
sitoplazmik kalsiyum konsantrasyonunu arttirdigini tespit etmislerdir. Kalsiyum
konsantrasyonunda en fazla artis1 saglayan fraksiyon saflastirilip, 33 amino asit
uzunlugunda, N-terminalinde piroglutamil kalintis1 iceren ve C terminali amidlenmis
olan bir peptid ortaya ¢ikarilmistir. Bu peptidin yani sira daha az diizeyde kalsiyum
artig1 saglayan 28 amino asit uzunlugunda ilk peptide %46 homoloji gosteren ikinci
bir peptid daha tanimlanmustir [25].

Aynm1 zamanlarda Sakurai ve ekibinden bagimsiz olarak The Scripps
Arastirma Enstitiisii’'nde De Lecea ve arkadaslar1 “directional tag PCR substraction”
metodunu kullanarak hipotalamusa 0zgii, iki farkl iiriin veren bir prepro-peptidin
mRNA’sm1  tammmlamislardir. De Lecea ve arkadaslar1 bu yeni peptidlere,
hipotalamustaki yerlesimleri ve sekretin peptidine olan sekans homolojilerinden
otiiri hipokretinler adin1 vermislerdir [26]. Bu tarihten 6 hafta sonra yaymlanan
caligmalarinda Sakurai ve arkadaslar1 s6z konusu peptidlere hipotalamustan izole
edilmeleri ve intraserebroventrikiiler yolla disaridan uygulandiginda besin tiiketimi
lizerine uyarict etki gostermelerinden otiirii ve Yunanca’da istah anlamina gelen
“orexis” kelimesinden esinlenerek oreksinler adini vermislerdir [25].

Oreksinler, kesfinden giiniimiize kadar olan 10 yillik siire icerisinde pek ¢ok
farkli arastirmaya konu olmustur. Oreksinlerin ve reseptorlerinin merkezi sinir
sistemi diginda farkli dokularda iiretildigi ve bircok fizyolojik fonksiyona aracilik
ettigi gosterilmistir. Oreksinlerin organizmadaki rolleri konusunda arastirmalar artan
oranda devam etmektedir.



2.2. Oreksinlerin Yapisi

Oreksin-A, 33 amino asit iceren, 3562 Da agirliginda bir peptid olup, N-
terminalinde bir piroglutamil kalintisi, 2 adet zincir ic¢i disiilfit bagi ve C-
terminalinde amidasyon olusumu bulunmaktadir. Bu kimyasal yapi temel olarak
insan, fare, sican, sigir, ve domuz gibi memelilerde korunmaktadir [2, 4, 27].

Oreksin-A’nin Oreksin-B’den farki N-terminalinde 5 amino asitlik bir zincir
icermesidir [5, 28, 29]. Cys6-Cysl2 ve Cys7-Cysl4 arasindaki iki adet disiilfit
kopriisii ve C-terminal yoniindeki ilk 19 amino asitin varligi oreksin-A’nin biyolojik
etkinligi i¢in gereklidir [30].

Sekil 2.1. Oreksin-A ve Oreksin-B’nin Amino Asit Dizilimleri [2].

Oreksin-B yapisinda 28 amino asit barindiran, 2937 Da agirhiginda bir
peptiddir. Insanlarda oreksin-B’nin yapis1 kemirgenlerdeki yapiya gore 2 amino
asitte farklilik gosterir. Oreksin-B nin C-terminali de tipki oreksin-A gibi amidlenmis
olup her iki peptid arasinda %46 oraninda bir homoloji vardir. Oreksin-A ve
Oreksin-B peptidleri ortak onciil form olan, kemirgenlerde 130, insanda 131 amino
asit iceren preprooreksin’den olusur [2, 3, 5, 28].

Oreksin-A, oreksin-B’ye gore fizyolojik stabilitesi ve yagda coziiniirligi
yiikksek olan bir molekiildiir. Oreksin-A’nin yiiksek lipofilik 6zelligi kan-beyin
bariyerini ge¢mesini saglar [31]. Serebrospinal sivi (CSF)’da oreksin-B’nin
gosterilememis olmasina karsin oreksin-A, insanlarda [32, 33], sicanlarda [34] ve
kopeklerde [35] saptanmistir. Plazmadaki oreksin-A’nin merkezi sinir sistemi
kokenli olmayip, periferik kaynaklardan koken aldigmi gosteren bulgular vardir [3,
17, 30, 36]. Dalal ve arkadaslar1 narkoleptik bireylerden toplanan CSF Orneklerinde
oreksin-A’nin ¢ok diisiikk diizeylerde olmasma karsin, plazmada normal diizeyde
bulundugunu bildirmislerdir [37].



Oreksinler memelilerin yan1 sira Afrika pengeli kurbagasi olarak bilinen
Xenopus laevis’de de tanimlanmistir. {lging olarak insan preprooreksini en fazla bu
tirdekine benzerlik gosterir. Xenopus laevis’de oreksin-A 33 yerine N-
terminalindeki 2 amino asitten yoksun olarak 31 amino asit icerirken, yine amino
terminalinde piroglutamil kalintisin1 barmdirmaz [4].

Oreksin-A rlyell gnhaagil
Oreksin-B rlgell gnhaagil

insan/s1gan/fare/domuz/kopek/sigir Oreksin-A gplpdccrgktcescrlyellhgagnhaagiltl
Xenopus Oreksin-A ~ @pdccrgktescrilyl 1Boflgnhaagiltl

insan Oreksin-B rsgppglggrlgrllgasgnhaagiltm
domuz/kopek Oreksin-B ;Igppglqgrl grllgasgnhaagiltm
fare/sigan Oreksin-B rpgppglggrlgrllqgafignhaagiltm
Xenopus Oreksin-B rs@figEfq8r1lgrllgffisgnhaagiltm

Sekil 2.2. Oreksin-A ve Oreksin-B’nin Insan ve Diger Tiirlerdeki Benzerligi [4].

2.3. Oreksinerjik Sinir Liflerinin Projeksiyonlari

Hiicre govdeleri hipotalamusta bulunan oreksinerjik noronlarm bir¢ok alana
ulasan aksonlar1 sayesinde merkezi sinir sisteminde yaygm projeksiyonlar:
bulunmaktadir. Oreksinerjik lifler genelde immiinohistokimyasal yolla gosterilmistir.
Sicanlarda oreksin iireten hiicrelerin locus coeruleus (LC) basta olmak iizere beyin
sap1, bazal gangliyonlar, talamik alanlar, medullar retikiiler formasyon, nucleus
tractus solitarius (NTS) ve medulla spinalis’in tiim segmentlerine projeksiyonlar:
bulunmaktadir [4, 6, 30].

Insanlarda oreksin iireten noronlarin govdeleri dorso-lateral hipotalamusta
olup LC, dorsal raphe nucleus’lari, amigdala, suprachiasmatic nucleus (SCN), bazal
On beyin, beyin sap1 ve medulla spinaliste yaygin projeksiyonlar1 bulunmaktadir [6].

Oreksinerjik noronlarmm merkezi sinir sisteminin pek c¢ok farkli alanma
ulasmasindan dolay1 ¢esitli fizyolojik fonksiyonlar iizerine etkilidir. Ornek olarak
oreksinerjik liflerle yogun olarak innerve edilen bir bolge olan LC, uyku/uyanikligin
diizenlenmesinde gorev almaktadir. Lateral hipotalamik alan (LHA) istah merkezi
olarak bilinmekte olup, uyarilmasinda hiperfaji/canli agirlik artisi; lezyonunda ise
hipofaji/canli agirlik kayb1 goriiliir. Noropeptid-Y (NPY) iceren noronlarin aksonlart
da bu alanda sonlanmakta olup, oreksinerjik néronlarin NPY reseptorlerinden Y5’1
eksprese ettigi gosterilmistir. Y5, NPY’ nin hiperfajik etkilerinin bir boliimiinden
sorumludur. LHA ayrica uyku, kalp dongiisii, kalp hizinin ve kan basincinin
diizenlenmesi gibi birka¢ otonomik islevde de rol almaktadir [38].



Hipotalamus

Sekil 2.3. Oreksinerjik Sistemin Projeksiyonlar1. (A)Hipotalamus, (B)Kolinerjik néronlar, retikiiler
formasyon, spinal kord, (C)Bazal oOnbeyin, (D)Amigdala, dopaminerjik noronlar,
suprachiasmatic nucleus, (E)Locus coeruleus [6].

2.4. Preprooreksin

Oreksinlerin her iki tipi de ortak onciil molekiilleri olan 131 amino asit igeren
preprooreksin’den meydana gelir [3]. Preprooreksin kemirgenlerde 130 amino asitten
meydana gelir. Insan ve fare preprooreksinleri sicandaki molekiil yapisina sirasiyla
%83 ve %95 oraninda homoloji gosterir [2].

Sekil 2.4. Merkezi Sinir Sisteminde Preprooreksin mRNA’s1 Iceren Hiicreler [25].

THAL: talamus; HAB: habenular kompleks; ic: internal kapsiil; opt: optik trakt; mt:
mamilotalamik trakt; f: forniks; mfb: mediyal 6nbeyin; 3V: {igiincii ventrikiil; Are: arcuat
nucleus; DM: dorsomedial nucleus; VMH: ventromedial hipotalamus



Insan preprooreksin geni 17. kromozomda yer almakta olup 17g21 bolgesine
yerlesmistir ve iki ekzondan meydana gelir [4]. Bu gen, norodejeneratif hastaliklar
gen grubu olarak bilinen “chromosome 17-linked dementia” grubuna dahil edilmistir

[3].

Preprooreksin en yogun olarak lateral ve posterior hipotalamusta
bulunmaktadir [3,39]. LHA’da preprooreksin eksprese eden noronlarin, korteksten
omuriligin tist kismma kadar genis bir alanda projeksiyonlar1 bulunmaktadir. Bu
projeksiyonlar, hipotalamus ve diger yapilarin beslenme ile ilgili diizenlemelere
katilimini saglar. Arcuat nucleus (ARC) ve NTS bu alanlardan bazilaridir. NTS
barsaktan vagal yolla gelen aferent uyarilar1 alir ve LHAya iletir [38]. Bunun yani
sira preprooreksin mRNA’s1 merkezi sinir sisteminde ARC, dorsomedial nucleus
(DMN), ventromedial nucleus (VMN), talamus, subtalamik alan, perifornical
nucleus, subinsertal nucleus, ventral zona inserta, habenular kompleks, tractus
opticus, mamilotalamik traktus, forniks, mediyal on beyin ve iiciincii ventrikiilde
gosterilmistir [25].

Preprooreksin
NH,| Sinyal peptidi | Oreksin-A IOreksin-B I COOH

1 33 65 69 96 130

Sekil 2.5. Preprooreksin’den Oreksin-A ve Oreksin-B’nin Olusumu [40].

Preprooreksin’in periferik dokulardaki sentezine dair tartigmalar vardir.
Kummer ve arkadaslar1 preprooreksin protein ve mRNA’smi si¢an testisinin ependim
hiicrelerinde gostermislerdir [41]. Ote yandan Sakurai ve Johren, preprooreksin
mRNA’sm1 sicanlarda testis ve kalpte tespit ederken mide, bagirsak, bobrek,
pankreas, akciger, adrenal bezde bulunmadigini gostermislerdir [25, 42]. Insanlarda
ise preprooreksin proteini adrenal hiicre membraninda gosterilmistir [43].

Oreksin-A ve preprooreksin mRNA konsantrasyonlar1 sirkadien bir degisim
gosterirken, hipotalamusta en yiiksek seviyeleri aydinlik fazin baslangicinda, en
diisiik seviyesi ise karanlik fazin baslangicinda tespit edilmistir. Siganda hipotalamik
oreksinerjik noronlar ile SCN arasinda noral baglanti 151k ve oreksin arasindaki
diizenlemeyi aciklamaktadir [4]. Bununla beraber preprooreksin mRNA’smin sican
beyninde aclik uygulamasi ile arttig1 da gosterilmigtir [25].



2.5. Oreksin Reseptorleri

2.5.1. Oreksin Reseptoriiniin Yapisi

Oreksinlerin etkilerine OX1R ve OX2R adli G protein-bagh reseptorler
aracilik eder. OX1R ve OX2R, orta uzunlukta NH, ve COOH terminalleri ile
transmembran halkalarma sahiptirler. insanda 425 amino asit iceren OXIR geni
1.kromozomda, 444 amino asit uzunlugundaki OX2R geni ise 6. kromozomda yer
almakta olup, OX1R, 1p33; OX2R ise 6¢cen bolgelerine lokalize olmustur [4].

Oreksin reseptorlerinin tiirler arasindaki benzerlik orami oldukga yiiksektir.
OXIR ile OX2R arasindaki homoloji %64 oranindadir. Insan ve fare arasinda OX1R
icin %94; OX2R icin %95 oraninda homoloji bulunmaktadir [6, 29, 30, 39]. G-
protein baglh reseptorler arasinda OXIR en fazla benzerligi %26 oraninda NPY
reseptOril olan Y, ile gostermektedir. Bunu, %25 ile tirotropin serbestlestirici hormon
(TRH) reseptorii, %23 ile kolesistokinin (CCK) tip-A reseptorii ve %20 benzerlik
orani ile norokinin reseptorii NK; izlemektedir [5].
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Sekil 2.6. OX1R’ nin Kimyasal Yapisi [4].

Farede OX2R’nin OX2,R ve OX2gR olmak iizere iki farkli formu
bulunmaktadir. Bu farklilik C-terminalindeki amino asit dizilimlerinden kaynaklanir.
OX2,R 443, OX2gR ise 460 amino asitten meydana gelir. OX2gR mRNA’s1 beyin,
dalak, akciger, karaciger, iskelet kasi, bobrek ve testiste bulunurken, OX2,R
mRNA’s1 ise akciger, beyin, dalak ve testiste tespit edilmistir [44].

OXIR ve OX2R farkh fizyolojik fonksiyonlara aracilik etmektedir. OX1R
daha ¢ok beslenme ve enerji dengesi, OX2R ise daha ¢cok uyku ve uyaniklik islevi ile
iliskilidir. OX1R’nin antikor ve antagonistleri, oreksinlerin beslenme ve viicut
agirhigr lizerine olan etkilerini ortadan kaldirmistir. Narkolepsi hastaligmin



kopeklerde OX2R gen mutasyonu sonucu ortaya ¢iktigi bulunmustur [6]. OX2R
aracil1 besin tiikketiminin arttigini one siiren bulgular olmasia karsin [25] elde edilen
sonuglar celiskilidir [39].

Oreksin reseptérlerinin her iki oreksin molekiiliine afinitesi farklidir. 1'* ile
isaretlenmis Oreksin-A kullanilarak yapilan kompetitif radyoligand baglama
caligmalarinda OX1R’nin oreksin-A’ya afinitesinin, oreksin-B’den 10 ila 100 kat
yiiksek oldugu, OX2R’nin ise her iki oreksin molekiiliine afinitesinin esit ya da yakin
oldugu gosterilmistir [3, 5, 6, 27, 29, 39].

Oreksin-A’nim sahip oldugu iki adet disiilfit kopriisit OX1R’nin afinitesinde
onemli rol oynamaktadir. Darker ve arkadaslar1 oreksin-A’nin C-terminalindeki ilk
19 rezidiiniin OX1R’ye baglanmas: i¢in elzem oldugunu gdstermislerdir. Oreksin-
A’nin N-terminal yoniinden kesilip, 16 amino asitlik bir uzunluga getirilmesi
OXI1R’ye baglanma yetenegini tamamen ortadan kaldirmig, C-terminali yoniinden
disiilfit kopriilerine kadar kesilmesi ise zayiflatmig, fakat tamamen ortadan
kaldiramamustir [45].

2.5.2. Oreksin Reseptorlerinin Hiicre ici Etki Mekanizmalan

Oreksin reseptorleri ligandlarinin baglanmasini takiben heterotrimerik G
proteinlerini aktiflestirirler. OX1R’nin Gg; OX2R’nin ise G; ve Gq altbirimlerine
baglandigin1  gosteren bulgular bulunmaktadir [5]. Insan adrenal hiicre
membranlarinin oreksin-A ile muamele edilmesi Gs, G4 ve daha az oranda G;j alt
birimlerinin aktivasyonuna neden olurken, G, alt biriminde aktivasyon
gozlenmemistir [43]. OX2R’nin etkilerinin pertussis toksini ile ortadan kaldirilmas1
bu reseptoriin GTP baglayici proteinlerin Gy/G, alt birimleri ile iligkili olabilecegini
diisiindiirmektedir [29]. Organizmanm metabolik durumu ve enerji dengesi
oreksinlerin farkli hiicre i¢i yolaklar1 aktive ya da inhibe etmelerini saglamaktadir.
Sicanlarda 24 saat siireyle agclik uygulamasi hipotalamustaki oreksin reseptorlerinin
Gy, Gs ve G, proteinleriyle eslesmelerini arttirrken, G; ile eslesmelerini
azaltmaktadir [46].

Oreksinlerin  her iki reseptorii de etkilerini hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonundaki artig araciligi ile gostermektedir. Oreksin reseptorleri aracili
hiicre ici kalsiyum artisinin mekanizmasi net olmamakla birlikte, depo kontrollii
kalsiyum kanallari, ikincil haberci kontrollii kalsiyum kanallar1 ve kalsiyuma duyarl
kalsiyum kanallarinin sorumlu olabilecegi one siiriilmiistiir [47].

Oreksinlere bagl kalsiyum yanit1 bifazik bir seyir izlemektedir. Hizl1 bir pik
evresini kademeli olarak azalan bir plato evresi takip eder. Bu seyirde, hem hiicre i¢i
hem de hiicre dis1 kalsiyum depolarinin rol oynadigi diisiiniilmekte olup, her iki
kaynagin roliine ait bulgular bulunmaktadir [6, 27, 48]. Lund ve arkadaslar1t OX1R
aktivasyonunun hiicrede iki cevap olusturdugunu; bunlardan birinin hiicre icine
kalsiyum iyonu girisi, ikincisinin ise fosfolipaz-C (PLC) aktivasyonu oldugunu
bildirmislerdir [47]. Ote yandan Cin hamster ovaryum (CHO) hiicrelerinde oreksin-A
aracili hiicre ic¢i kalsiyum artisinin PLC inhibitorii olan U73122 uygulamasi ile
engellenmesi ve tapsigargin uygulamasi ile zayiflatilmast OX1R’nin kalsiyum
yanitini PLC aracili ve hiicre i¢i depolarin katilimiyla yaptigimi diisiindiirmektedir
[49].



Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonundaki artisin agirhikli olarak plazma
membranindaki kalsiyum kanallar1 araciligiyla gerceklestigini isaret eden bulgular
vardir [6]. CHO hiicre Kkiiltiirlinde yapilan caligmalarda, kiiltiir ortamindaki
kalsiyumun uzaklastirilmasmin oreksin-A’nin OXIR etkinliginde 100 kata varan
azalmalara neden oldugu saptanmistir [47,49]. Proteinkinaz-C (PKC) inhibitorii
bisindolmalemid uygulamasi oreksin-A’nin neden oldugu hiicre i¢i kalsiyum artigini
engellemistir. Buradan yola c¢ikarak, oreksin reseptorlerinin PKC’yi aktive ettigi,
aktive olan PKC’nin de voltaj kapili kalsiyum kanallarini aktive edip hiicre i¢i
kalsiyum konsantrasyonunu arttirdig1 diisiiniilmiistiir. Benzer bulgular sican ventral
tegmental noronlarinda, sican embriyonik omurilik ve hipotalamik hiicre
kiiltiirlerinde gosterilmistir [4, 50].

Hiicre ici kalsiyum artisinin ilk olarak PLC aracili hiicre i¢i depolardan
salman kalsiyum ile gerceklestigi ve bunun daha sonra Gq proteini aracili PKC
aktivasyonunu uyardigi gosterilmistir. Hiicre icine kalsiyum girisinde, PKC
aktivasyonunun ve voltaja duyarl kalsiyum kanallarinin rol aldig1 bilinmektedir [29,
51].

Oreksin-B’nin kalsiyuma duyarli potasyum kanallarini aktive ettigi de
gosterilmis olup, bu sayede olusan depolarizasyon neticesinde voltaj kapili kalsiyum
kanallarmin aktive olarak hiicre icine kalsiyum girisinin arttig1 diisiiniilmektedir. Bu
goriisii destekleyen nitelikte noronlardaki hiicre ici kalsiyum artiginin hiicre i¢i depo
kalsiyumdan bagimsiz oldugunu 6ne siiren bulgular vardir [4, 39].

Uramura ve arkadaslar1 izole sican tegmental ndronlarinda oreksin-A’ya baglh
gelisen sitoplazmik kalsiyum artismin PKC inhibitorii kalfostin-C ve PLC inhibitorii
D609 ile engelledigini gostermislerdir. S6z konusu kalsiyum akimi ayrica N ve L tipi
voltaja duyarl kalsiyum kanal blokorleri olan @-conotoxin ve nitrendipine ile inhibe
edilmistir [52]. Bu sonuglardan yola c¢ikarak oreksin reseptorlerinin etki
mekanizmasinin basamaklar1 sirasiyla: fosfotidilkolin-spesifik PLC aktivasyonu,
inositol trifosfat (IP3) ve diacilgliserol (DAG) olusumu, hiicre ici depolardan
kalsiyum salinimi, PKC aktivasyonu, N ve L tipi voltaja duyarli kalsiyum
kanallarmin aktivasyonu ve hiicre i¢ine kalsiyum iyonu go¢ii seklinde 6zetlenebilir.

Oreksinlerin IP3’lin yan sira, siklik adenozin monofosfat (cAMP) iiretimini
arttirdigina dair bulgular da bulunmaktadir [4]. Adrenal bez hiicrelerinin oreksin-A
ile uyarilmasi, doza baglh olarak cAMP iiretimine neden olurken [43], insan
embriyonik bobrek hiicre kiiltiiri HEK293’de oreksin-A ve oreksin-B’ye cevaben
cAMP artis1 gézlenmemistir [44]. cAMP artisy, ilgili hiicrede bulunan adenilat siklaz
izoformuna gore degiskenlik gosterebilir. Adrenal bez ve embriyonik bobrek hiicre
kiiltiri HEK293 hiicrelerinde farkli adenilat siklaz izorformlarinin iretiliyor
olabilecegi diistiniilmektedir [4].

2.5.3. Oreksin Reseptorlerinin Dagilim
2.5.3.1. Oreksin Reseptorlerinin Merkezi Sinir Sistemindeki Dagilin

Oreksinler ve reseptor proteinleri ile mRNA’larinin beyinde yaygin olarak
bulundugu molekiiler biyolojik ve immiinolojik yontemlerle gosterilmistir [4, 29].
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Oreksin reseptorlerinin oreksinerjik noronlarin projeksiyon yaptig1 alanlarda
yer almasi bu noronlarin pek ¢ok norotransmiter sistem alanlariyla iliski halinde
oldugunu diisiindiirmektedir. Buna karsin, oreksin reseptorlerinin bulunusu her
zaman oreksinerjik innervasyonun yogunlugu ile dogru orantili degildir. Bazi
oreksinerjik hiicrelerin govde ve uzantilarmin ventrikiil yiizeylerine yakin olmasi
oreksinlerin parakrin ve endokrin etki sekillerini diisiindiirmektedir [49].

D 0X4 l:] 0X, D OX4 & OX,

R, 4 *\\\Rm,“’*" \ SR N
ipofiz v R STn =

Spinal kord

Sekil 2.7. Oreksin Reseptorlerinin Merkezi Sinir Sistemindeki Dagilimi [4].

Arcn, arcuate nucleus; CA1-3, hipokampus alanlari; ¢C, cingulate kortex; CMn,
centromedial nucleus; dR, dorsal raphe nucleus; LC, locus ceruleus; mE, median eminence;
mR, median raphe nucleus; nST, nucleus solitary tract; olfB, olfactory bulb; olf T, olfactory
tubercle; PVn, paraventricular nucleus; Rm, nucleus raphe magnus; Ro, nucleus raphe
obscurus; SCn, suprachiasmatic nucleus; SOn, supraoptic nucleus; STn, spinal trigeminal
nucleus; TMn, tuberomamillary nucleus; VAMn, ventral anteromedial nucleus.

OXI1R ve OX2R beyinde birbirine yakin oranlarda bulunmakta olup, her iki
reseptoriin mRNA’lar1 da bazi kiigiik farkliliklar disinda esit yayilim gosterir. OX1R,
merkezi sinir sisteminde en fazla ventromedial hipotalamus’ta; OX2R ise
paraventricular nucleus (PVN)’da bulunmaktadr [29, 38, 53]. OXIR
immiinoreaktivitesi gosteren noronlar agirlikli olarak hipotalamik alandaki SCN,
PVN, VMN, DMN ve tuberomamillar nucleus (TMN)’larda bulunur [29].
Hipotalamus disinda, tenia tecta, hipocampus, dorsal raphe ve LC’de yiiksek
seviyede OX1R mRNA diizeyleri saptanmistir. OX2R mRNA’s1 ise agirlikli olarak
serebral korteks, nucleus accumbens, subtalamik nucleus, paraventrikiiler talamik
nucleus, TMN ve anterior pretectal nucleus bolgelerinde saptanmistir [5]. OX2R
protein ekspresyonu serebellumun molekiiler ve graniiler tabakalarinda varken,
OXIR’e bu alanda rastlanmaz [4]. Spinal kord ve dorsal kok gangliyonlarinda
(DRG) ise sadece OX1R mRNA’s1 saptanmstir [29]. Hipokampusta her iki oreksin
reseptoriiniin  de mRNA’s1 tespit edilmistir. Amigdala’da OX1R mRNA’s1
amigdaloid kompleks’te yer alirken, OX2R ise amigdala’nin posterior cortical
nucleus’unda bulunur. OX2R mRNA diizeyleri ayrica ventral tegmental alanda
oldukca yiiksektir [54].
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Hipofiz bezinde her iki oreksin reseptorii de eksprese olmaktadir. Insan
hipofizinde OX1R mRNA’s1 somatotrop hiicrelerde, OX2R mRNA’s1 ise kortikotrop
hiicrelerde daha fazla eksprese olur [55]. OX1R ayrica adenohipofizdeki asidofilik
hiicrelerde, OX2R ise anterior hipofizdeki bazofilik hiicrelerde gosterilmistir [29].
Johren ve arkadaslart OX1R mRNA’sinin hipofiz ve hipotalamusta erkek sicanlarda,
disilere oranla daha yiiksek oranda bulundugunu ortaya koymuslardir [42].

Hipotalamustaki oreksin reseptorlerinin aglikla birlikte degisim gosterdigi
tespit edilmis olup, sicanlarda 20 saatlik yem kisitlamasi ventromedial
hipotalamustaki OX1R mRNA diizeylerini ve ARC’deki OX2R mRNA diizeylerini
arttirmustir [54].

2.5.3.2. Oreksin Reseptorlerinin Periferdeki Dagilim

Oreksinler ve reseptorleri merkezi sinir sisteminin disinda mide, bagirsak,
pankreas, adrenal bezler, bobrek, yag dokusu, disi ve erkek genital sistem, kalp,
akciger ve tiroid bezi gibi pek cok farkli dokuda tespit edilmistir [3, 30, 42].

Sindirim sisteminde OXI1R, sican midesinin korpus bolgesinde submukozal
ve myenterik pleksus noronlarinda tespit edilirken, OX2R ise enteroendokrin
hiicrelerde gosterilmistir [3, 16]. Bir gece uygulanan a¢lik mukozal OX1R ve OX2R
mRNA ve OXIR protein seviyelerini diistirmiistiir [56].

OXI1R immiinoreaktivitesi sican ve kobay pankreasinda alfa ve beta
hiicrelerinde, pankreatik gangliyonlarda ve bunlar1 ¢cevreleyen damarlarin sinirlerinde
gosterilirken [7, 23], OX2R mRNA’s1 sican pankreas adaciklarinda tespit edilmistir
[57].

Adrenal bezin medullar alaninda OX2R yogun olarak eksprese edilirken,
kortikal alanda her iki reseptor bulunmaktadir. i1k olarak Lopez ve arkadaslart OX1R
ve OX2R’yi sican adrenal medullasinda gostermislerdir [58]. Daha sonra yapilan
caligmalarda ise OX2R mRNA’s1 insanda adrenal kortikal alanda gosterilmis, OX1R
mRNA’s1 bulunamamistir [43, 59, 60]. Mazzocchi ve arkadaslar1 ise insanda hem
OXI1R, hem de OX2R mRNA’larinin zona fasikiilata, zona retikiilaris ve medullar
alanda varligin1 gostermislerdir [61].

Insan bobreginde OXIR ve OX2R mRNA’lari; idrarinda ise oreksin
immiinoreaktivitesi gosterilmistir [30]. Her iki reseptoriin mRNA’lar1 insanlarda
testis, epididimis, penis ve vezikula seminaliste; sicanda ise ovaryumlarda tespit
edilmistir.  Ostrus  siklusunun  proostrus fazinda oreksin  reseptorlerinin
ekspresyonunun onemli derecede arttig1 gosterilmistir [30, 62].

Sicanlarda OX1R vagal aferent liflerde; insanlarda ise OX1R ve OX2R nodoz
gangliyon (NG) iizerinde gosterilmistir. CCK tokluk etkisini vagal aferent liflerde
bulunan CCK-1 reseptorii araciligiyla gerceklestirir. Buradan yola c¢ikarak
oreksinlerin CCK ile etkilesim i¢inde oldugu diistiniilmiistiir [30].

2.6. Oreksinlerin Fizyolojik Etkileri
Oncelikli etkisi uyku-uyanikligin diizenlenmesi ve beslenme {iizerine olan
oreksinlerin, enerji dengesi, noroendokrin diizenleme, gastrointestinal ve
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kardiyovaskiiler kontrol, su dengesi ve agri iletiminde de etkili oldugu bildirilmistir
[6]. Oreksinerjik hiicrelerin yerlesimi, projeksiyonlar1 ve diger transmiter sistemlerle
olan baglantilari, farkli fizyolojik fonksiyonlar iizerine dogrudan ve dolayli olarak
diizenleyici etkilerinin olmasim1 saglar. Bu karmasik diizen oreksinlerin etki
sekillerinin ayirt edilmesinde giicliik yaratmaktadir [4].
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Sekil 2.8. Oreksin-A’nin Santral ve Periferal Dokulardaki Fonksiyonlari [30].

2.6.1. Oreksinlerin Besin Tiiketimine Etkileri
Aclik swrasinda oreksin ekspresyonun artig1 oreksinlerin tokluk hissi veya
istahin diizenlenmesi ile ilgili oldugunu diisiindiirmiistiir [38].

Oreksinlerin kesfi ile ilgili ¢ikan ilk aragtirmada oreksin-A ve oreksin-B’nin
intraserebroventrikiiler uygulamasmin siganlarda yem tiiketimini arttirdig:
gozlenmistir [25]. Oreksinlerin hipotalamusun farkl bolgelerine mikroenjeksiyon ile
uygulandigi caligmalarda, oreksin-A’nin LHA ve perifornikal alan, oreksin-B’nin ise
sadece ventrikiiler alanda etkili oldugu gosterilmistir [63]. Intraperitonal yolla
uygulanan OX1R antagonisti SB-334867, bazal ve oreksin-A’nin hipotalamusa
enjeksiyonu sonucu uyarilan beslenmeyi inhibe etmistir [64, 65]. Bunun yan1 sira,
beslenme durumunun oreksin sentezi lizerine olan etkisini arastirmak iizere 48 saat
siireyle a¢ birakilan sicanlarin hipotalamuslarinda preprooreksin mRNA diizeyleri
tok olan kontrol gurubuna gore 2.4 kat artis gostermistir [66]. Oreksin-A’nin LHAya
uygulanmas1 bu bolgedeki enerji diizenlenmesi ile ilgili ndronlarin c-fos aktivitesini
arttirmustir [67].

Oreksinler NPY, melanin konsantre edici hormon (MCH), agouti geni ile
iligkili protein (AGRP), galanin, proopiomelanokortin (POMC), kokain-amfetamin
ile diizenlenen transkript (CART) ve dinorfin gibi peptidlerin de yer aldig: istah ve
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besin alimini diizenleyen peptid agimnin bir tiyesidir [4]. Hipotalamustaki oreksinerjik
noronlar NPY iireten ARC noronlariyla sinaptik temas halindedir. ARC’deki bir
diger noron toplulugu da POMC sentezlemektedir. POMC, istah baskilayici etkisiyle
bilinen alfa-melanin uyarict hormon (a-MSH)’un Oncii maddesidir. POMC
sentezleyen noronlar da oreksinerjik noronlarla ¢ift yonlii bir iligki igerisindedir [38].
Oreksin-A ile NPY arasinda fonksiyonel bir iliski oldugu, oreksin-A’nm NPY’nin
oreksijenik etkisine aracilik ettigi ileri siiriilmektedir [4]. NPY’nin Y1 ve Y5
reseptorlerinin antagonistlerinin oreksin-A ile uyarilan beslenmeyi inhibe ettigi
gosterilmistir [68, 69].

Oreksinlerin besin tiiketimi iizerine uzun siireli etkileri konusunda tartigmalar
bulunmakla birlikte sadece akut donemde besin tiikketimini arttirdigi ileri
stirilmektedir. Bunun yan1 sira oreksinlerin hiperfajik etkisinin uyamklik siiresinin
artigna bagh olarak ortaya c¢iktigini savunan goriisler mevcuttur. Bu goriise gore
uyanik kalinan siirenin artig1 enerji agigma neden olmakta ve organizma bu acigi
kompanse etmek amaciyla besin alimini arttirmaktadir [4].

2.6.2. Oreksinlerin Uyku/Uyamkhk Uzerine Etkileri

Oreksinler uyaric1 noOrotransmiterler olarak bilinmektedir. Sican ve
maymunda oreksinlerin sistemik ve santral uygulanmasi sonrasinda gozlenen
LC’deki noradrenerjik hiicrelerin aktivasyonu, oreksinlerin bu sisteme ait uyaniklik,
dikkat, 6grenme ve hafiza gibi islevlerde etkili olabilecegini diisiindiirmiistiir [6].

OXIR ve OX2R uyku/uyanikligin diizenlenmesi ile ilgili pedunkulopontin
nucleus, laterodorsal tegmental nucleus, dorsal raphe nucleus, medial septal nucleus,
TMN, diaogonal band nucleus, LC ve anterior hipotalamik alanda gosterilmistir [4].
Oreksinerjik liflerin uyanikligin diizenlenme merkezleri olan LC ve raphe nucleus’a
uzanan projeksiyonlar1 uyku/uyaniklik iizerine olan etkilerini agiklamaktadir [30].

Oreksinlerin  intraserebroventrikiiler uygulamasi siganlarda uyanikligi
arttirmaktadir. Oreksinlerin en belirgin etkileri REM uykusunun azalmasi ve yavas
dalga uyku episodlarmin siire ve sayisinin azalmasi seklindedir. Oreksinlerin bu
etkilerine histaminerjik noronlarin katkis1 bulunmaktadir [70-73].

Narkolepsi asir1 giindiiz uykusu ve giin boyu sekillenen kars1 konulmasi gii¢
uyku ataklari ile karakterize bir hastaliktir. Diger sik gozlenen belirtisi ise katapleksi,
uyku paralizi ve haliisinasyonlardir [6]. Narkoleptik bireylerin CSF’lerinde oreksin-
A seviyesinin diisiik oldugu gosterilmistir [30]. Saglikli bireylerin CSF’lerindeki
oreksin-A seviyesi dar bir aralikta (250-280 pg/ml) seyretmekte olup, yas ve
cinsiyete bagh degiskenlik gozlenmemektedir [6].

Kopek narkolepsisinde oreksin-B gen mutasyonu ve farelerde oreksin
reseptor eksikliginde narkolepsi benzeri belirtiler tanimlanmistir. Deneysel
narkolepsi hayvan tiirleri arasinda farklihk gostermektedir. Farede narkoleptik
belirtilerin ortaya ¢ikmasina hem OX1R hem de OX2R’nin eksikligi neden olurken,
kopeklerdeki belirtilerden OX2R sorumludur [6].
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2.6.3. Oreksinlerin Kalp-Damar Uzerine Etkileri

Hipotalamustaki  oreksinerjik  noronlarmm  beyindeki kardiyovaskiiler
diizenleyici alanlar olan NTS, NA, beyin sap1 ve omurilik bdlgelerine Onemli
projeksiyonlar1 vardir. Siganda [74, 75], tavsanda [76] ve farede [77] oreksin-A ve
oreksin-B’nin intraserebroventrikiiler uygulamalarmin kalp hizin1 ve ortalama arter
basmcint arttirdigl gosterilmistir. Oreksinlerin kardiyovaskiiler uyarici etkilerinin
hipotalamo-hipofizer eksen (HPA)’i aktive etmesi sonucu, sempatik aktivasyon
artisgina ve adrenalin salinimina bagh oldugu diisiiniilmektedir [30]. Matsumura ve
arkadaslar1 tavsanlara intraserebroventrikiiler yolla oreksin-A uygulamasi ile
ortalama arteriyel kan basmcinda, renal sempatik sinir aktivasyonunda, plazma
adrenalin ve glukoz seviyelerinde onemli artis saglamiglardir [76]. Santral yolla
uygulanan oreksinlerin kardiyovaskiiler tonus iizerine olan etkisi uygulama dozu ve
yoluna gore farklilik gosterir. NTS’ye uygulanan diisiik dozdaki (0.5-5 pmol)
oreksin-A, ortalama arteriyel kan basincini ve kalp hizini doza bagh sekilde
azaltirken, daha yiiksek dozdaki uygulamalar kan basincini arttirip tasikardik
belirtiler olusturmustur. Bunun yaninda oreksin-A’nin rostral ventromediyal medulla
ve NTS’ye mikroenjeksiyonu kalp hizi ve kan basincini arttirmis, subfornikal organa
enjeksiyonu ise azalmaya yol agcmistir [30].

Oreksinlerin kardiyovaskiiler sistem tizerine periferik etkilerinin olmadigi
gosterilmistir [75]. Sican kalp ve aortasinda cok diisiik diizeyde preprooreksin
mRNA seviyesi tespit edilmis olsa da [42], oreksinlerin kalp ve damar sistemi
izerine olan etkilerinin periferik direkt bir etkiden ¢ok, sempatik tonus artigi
tizerinden indirekt olarak gerceklestigi goriisii benimsenmektedir [75, 76, 77].

2.6.4. Oreksinlerin Noro-Endokrin Etkileri

Oreksinler ve reseptorleri ¢esitli noroendokrin hiicrelerde tanimlanmis olup,
mide bagirsak mukozasindaki ve pankreastaki endokrin hiicreler, adrenal bezlerdeki
medullar hiicreler, hipofiz hiicreleri ve epidermisteki Markel hiicreleri bunlara 6rnek
olarak verilebilir [78]. Oreksinlerin noroendokrin etkilerine plazma prolaktin ve
biiylime hormon seviyelerini diisiirmesi, kortikotropin, kortizol, insiilin ve luteinizan
hormon (LH) seviyelerini yiikseltmesi drnek olarak sayilabilir [6].

Oreksinlerin hipotalamustan salinan bir¢ok hormon iizerine dogrudan etki
gosterdigi gibi hipotalamo-hipofizer hormon salinimini bazi sinirsel devreler
aracilifiyla indirekt olarak da etkiledigi diisiiniilmektedir [4]. Oreksin reseptorlerinin
her ikisi de noOroendokrin diizenleme ile ilgili bolgelerde eksprese edilirler.
Oreksinler median eminens’de, reseptorlerinin mRNA’lar1 ise hipofizin 6n ve ara
loblarinda gosterilmistir. Oreksinerjik sinir lifleri hipotalamus-hipofiz-gonad (HPG)
ekseninde etkili alanlar1 innerve etmektedir. Hipotalamustaki oreksin-A IR liflerinin
HPG ekseni ile ilgili septal preoptic nucleus, ARC ve median eminence bolgelerine
projeksiyonlar1 vardir. Oreksinerjik noronlar ayrica seksiiel davraniglarin kontrol
edildigi amigdala ve olfactory bulbus bolgelerini de innerve ederler [4, 79].
Adenohipofizdeki asidofilik hiicrelerde biiylime hormonu ve OXIR’nin, bazofilik
hiicrelerde ise adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve OX2R’nin birlikte eksprese
edildigi gosterilmistir [55].

Oreksin-A’nin sicanlarda intravendz ve hipotalamusa mikroenjeksiyon yolu
ile uygulanmasi, plazma tiroid uyaricti hormon (TSH) ve hipotalamik TRH
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seviyelerini diisiiriirken plazma tiroid hormonlarini etkilememistir. Oreksin-A’nin bu
etkisinin hipofiz hiicre kiiltiiriinde in-vitro olarak tekrar edilememesi oreksin-A’nin
TSH iizerine olan etkisinin TRH {izerinden oldugunu ortaya koymustur [80].

Oreksinerjik sistem, organizmada strese de aracilik etmekte olup strese maruz
kalman durumlarda hipotalamustaki oreksinerjik ndron aktivitesinin [81, 82, 83] ve
CSF’de oreksin-A konsantrasyonunun arttigi [84] bildirilmistir. Ote yandan oreksin-
A’nin si¢anlarda intraserebroventrikiiler uygulamasi HPA’y1 aktive ederek plazmada
kotrikotropin salgilatict hormon (CRF), ACTH, kortikosteron ve epinefrin
seviyelerini arttirmaktadir [82, 85, 86, 87].

2.6.5. Oreksinlerin Agn Iletimine Etkileri

Omuriligin  tim segmentlerinde bulunan oreksinerjik projeksiyonlar,
oreksinlerin agr1 duyusu iizerine etkilerini ortaya koymaktadir. Ayrica sakral kord’un
kaudal bolimiiniin yogun oreksinerjik innervasyonu hem sempatik hem de
parasempatik diizenleyici etkiyi diisiindiirmiistiir. Oreksinlerin analjezik etkileri
opioid sistemden bagimsizdir ve hem beyin, hem de omurilikteki reseptorleri
araciligi ile gerceklesir [6, 29].

Mobarakeh ve arkadaslar1 siganlarda farkli yollarla uyguladiklar1 oreksin-A
ve oreksin-B’nin farkh agri ¢esitlerine kars1 antinosiseptif etkilerini incelemislerdir.
Intraserebroventrikiiler yolla uygulanan oreksin-A mekanik, kimyasal, termal
uyarilara kars1 oreksin-B’ye gore daha fazla antinosiseptif etki gosterirken, periferik
uygulamalar etkisiz olmustur. Bu etkiler adenozin tip-1 reseptdr antagonisti ile
ortadan kaldirilmistir [88]. Bir baska calismada ise sicanlara damar ic¢i olarak
uygulanan oreksin-A’nin analjezik etkisinin OX1R antagonisti SB-334867 ile inhibe
edildigi gosterilmistir [89].

2.7. Sindirim Sisteminde Oreksinler ve Etkileri

ESS’de oreksin immiinoreaktivitesi gosteren noronlar ve enteroendokrin
hiicreler, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve immiinohistokimyasal c¢aliymalar
1s18ida gosterilmistir [3]. Preprooreksin, oreksin-A, oreksin-B ve reseptorleri fare,
sican, kobay ve insanda myenterik ve submukozal pleksuslar, enteroendokrin
hiicrelerde saptanmustir [7, 16, 36, 90]. Oreksinlerin, sekretomotor ndéronlarin
elektriksel ozelliklerini etkiledigi ve kolonik motilitenin diizenlenmesine katkisi
oldugu ortaya ¢ikarilmistir [3].

Oreksin-A immiinoreaktivitesi kobay midesinin antrum bolgesinde gastrin ile
birlikte [7] ve fare midesinin pilor bolgesinde gosterilmis, oreksin-B aktivitesi ise
saptanamamistir [91]. ESS’de OX1R immiinoreaktivitesi myenterik ve submukozal
pleksuslarda, sirkiiler ve longitiidinal kas liflerinde ve mukozada saptanmistir. Bunun
yan sira OX2R, EC hiicrelerde gosterilmistir [16].

2.7.1. Oreksinlerin Sindirim Sistemi Motilitesine Etkisi

Yapilan caligmalardan elde edilen veriler sindirim sistemi motilitesi iizerine
oreksin-A’nin iki yonlii etkisi oldugunu gostermektedir. Ekzojen oreksin-A sican
[29] ve fare ince bagirsaginda kasilmaya yol agmustir [92, 93]. Atropin ve guanitidin
varliginda ise oreksin-A’nin gevsetici etkisi gdzlenmistir [92]. Oreksinlerin mide ve
bagirsak motilitesinin diizenlenmesinde santral ve periferik yollarla etki ettigi
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gosterilmistir [30]. Siganlarda oreksin-A ve oreksin-B’nin OX1R’nin yogun olarak
eksprese oldugu dorsal motor nucleus’a mikroenjeksiyon yoluyla uygulanmasmin
antral motilitede artisa neden oldugu gosterilmistir [9]. Buna karsm, Kobashi ve
arkadaslar1 oreksin-A’nin intrasisternal uygulamasinin siganlarda proksimal midede
gevseme yanit1 olusturdugunu tespit etmislerdir [94]. Kobashi’nin verilerine uyumlu
olarak, teknetyum-99 ile isaretlenmis omlet verilerek yapilan 6l¢ciimde, insanlarda
oreksin-A infiizyonunun mide bosalimmi inhibe ettigi gosterilmistir [36]. Izole
kobay submozal ve myenterik pleksus noronlarinda oreksin-A’nin uyarict etkisi
gozlenmistir [7, 95].

Naslund ve arkadaslari, oreksin-A ve oreksin-B’nin intravendz
uygulamalarinin si¢an ince bagirsaginda MMC’yi inhibe ettigini tespit etmislerdir.
Ayni calismada OX1R enterik noronlarda, OX2R ise enteroendokrin hiicrelerde
gosterilmis olup, oreksinlerin MMC’yi OX1R araciligiyla direkt, OX2R araciligiyla
dolayli olarak inhibe edebilecegi One siiriilmiistiir [16]. Oreksin-A’nin sican ince
bagirsagindaki MMC’yi nitrik oksit (NO) araciligi ile inhibe ettigi, nitrik oksit sentaz
(NOS) inhibitérii L-NNA ve OXI1R antagonisti SB-334867 uygulamalarmin,
oreksin-A’nin inhibitor etkisini ortadan kaldirdig: tespit edilmistir. Ayrica myenterik
pleksus noronlarinda OX1R ve nNOS immiinoreaktivitelerinin birlikte gosterilmesi
oreksin-A’nin  inhibitér etkisinde OXIR ve nitrerjik yolagi kullandigini
diisiindiirmektedir [17]. Satoh ve arkadaslar1 ise oreksin-A’nin fare ince bagirsaginda
non-adrenerjik, non-kolinerjik inhibitor etkisi oldugunu bu etkinin NOS inhibitorii L-
NOARG ile tamamen ortadan kaldirildigini bildirmislerdir [92, 93].

Ote yandan Oreksin-B’nin de intestinal motilitede baskin etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. Sicanlardan elde edilen ince bagirsak segmentlerinde oreksin-A’nin
kontraktil etkileri OX1R antagonisti SB-334867 ile tamamen ortadan kaldirilmus,
oreksin-B’nin etkileri ise degismemistir [29].

2.7.2. Oreksinlerin Sindirim Sistemi Sekresyonuna Etkisi

Mide sekresyonu iizerine oreksinlerin etkilerini inceleyen calismalarda sadece
oreksin-A’nin etkili oldugu, oreksin-B’nin ise etkisinin olmadig1 sonucuna
varilmistir [30, 96].

Oreksin-A’nin intraserebroventrikiiler enjeksiyonu siganlarda mide asit
sekresyonunu uyarirken, intraperitonal uygulamada etki gozlenmemistir. Uyarici
etkinin vagotomi ve atropin uygulamalar1 ile ortadan kaldirilmasi N.vagus aracili
santral etkiyi gostermektedir [96].

Sicanlarda periferik olarak uygulanan oreksin-A’nin mide asit sekresyonuna
etkisi olmadig1 [11, 96], intravendz yolla uygulanan SB-334867’nin bazal ve
pentagastrin ile uyarilan asit sekresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Elde edilen
sonu¢lar endojen oreksin-A’nin asit sekresyonunu gastrinden bagimsiz olarak
uyardigini diistindiirmektedir [11].

Periferik yolla uygulanan oreksin-A’nin duodenal bikarbonat sekresyonu

izerine olan etkisi sicanlarda gosterilmistir [97]. Bengtsson ve arkadaslar1 mide asit
sekresyonunun tersine oreksin-A ile uyarilan duodenal sekresyonun atropin
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uygulamasindan etkilenmedigini, oreksin-A’nin bu etkisinin N.vagus’tan bagimsiz
bir mekanizma ile gergeklestigini bildirmislerdir [56].

2.8. Aclik ve Oreksinler

2.8.1. Achgin Merkezi Sinir Sistemindeki Etkileri

Memelilerde istah merkezi olarak bilinen, besin aliminin ve viicut agirhiginin
denetlenmesinde rol oynayan LHA, oreksinerjik ndronlarin yogun olarak bulundugu
bir alandir. Bu alanin elektriksel olarak uyarilmasi beslenmeyi arttirirken, lezyonu ise
inhibe eder. Insiilin ve 2-deoksi glukoz ile olusturulan hipoglisemi de LHA’y1
uyarmakta ve besin alimini arttirmaktadir [98].

LHA hipotalamustaki enerji homeostasisi ile ilgili diger alanlardan ve
NTS’den sinyaller alir. NTS sindirim sisteminden vagal aferentlerle taginan sinyalleri
algilayan bolgedir. Bu sebeple, LHA’daki oreksinerjik noronlar stratejik olarak aglik
ve tokluk durumu ile ilgili sinyalleri alir ve beynin ¢esitli bolgelerine gonderdikleri
projeksiyonlar sayesinde enerji homeostasisinde dnemli rol oynarlar. Oreksinlerin
istah arttiric1 Ozellikleri ile aghik durumunda artan ekspresyonlar, LHA’daki
oreksinerjik noronlarin oreksinleri achiga cevaben salgiladigini ortaya koymaktadir
[98].

Acligin oreksinerjik noronlar iizerine olan etkisi achigin siiresiyle iligkilidir.
Park ve arkadaslar1 acligin hipotalamik oreksinerjik noronlara etkisini 24.- 84. saatler
araliginda her 12 saatte bir incelemisler, 24 ve 72. saatler arasinda artis gdzlenirken
84. saatten itibaren azalma tespit etmislerdir [99].

Sicanlarda 48 saat siireyle aclik uygulamasi hipotalamik oreksin-A, oreksin-
B, preprooreksin mRNA seviyelerinde artisa neden olmaktadir [21, 25, 66, 98]. Ote
yandan Lu ve arkadaslar1 ise 20 saat siireyle uygulanan yem kisitlamasmin
hipotalamustaki oreksin reseptorlerinin  mRNA seviyelerini arttirdigini tespit
etmislerdir [54].

2.8.2. Achgin Periferik Dokulardaki Etkileri

Yapilan caligmalarda farkli bulgular elde edilmekle birlikte plazma oreksin-A
konsantrasyonu insanda [21, 100, 101, 102] ve sicanda [23] yaklasik 30 pg/ml olarak
tespit edilmistir.

Aclik durumunda plazmadaki oreksin-A seviyesi yiikselmektedir. Komaki ve
arkadaslar1 aclik terapisi uygulanan hastalarda 3 giinliik aclhigin plazma oreksin-A
diizeylerinde Onemli artislara neden oldugunu, 7. giinde artisin devam ettigini
gostermislerdir [22].

72 saat aclik uygulamasi, kobay ince bagirsagindaki submukozal gangliyonda
oreksinerjik noron sayismi ve bu noronlardaki kalsiyum/cAMP cevap elemani
baglayici proteininin (pCREB) niikleer aktivitesini arttirmustir [7].

Periferik dokularda oreksin reseptor ekspresyonu da metabolik aktivite ile

diizenlenmektedir. Bir gece a¢ birakilan sigcanlarda duodenumdaki mukozal OX1R ve
OX2R mRNA ve OX1R protein seviyelerinin arttig1 gosterilmistir [56].
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Aclik insanlarda uyku/uyaniklik dongiisiinii bozmakta, mide ve bagirsakta
MMC ad1 verilen spesifik bir motor patern olusumunu saglamaktadir [3]. Furukawa
ve arkadaslar1 uykunun yavas dalga fazinin kolon motilitesi iizerine inhibitor etkisi
bulundugunu belirtmislerdir [103]. Oreksinler hipotalamik ve enterik noronlarda
aclhikla birlikte eksprese olurlar, buna bagli olarak uyamklik, besin tiiketimi,
gastrointestinal motilite ve sekresyon artis1 gozlenir. Beslenme, mide-bagirsak
motilitesi ve uyku/uyaniklik paternleri arasinda bir koordinasyon bulunmaktadir.
Oreksinler bu fizyolojik aktivitelerin koordinasyonunda gorev almaktadir [3].

2.9. Sindirim Sisteminin innervasyonu

Sindirim sistemi fonksiyonlar1 ekstrinsik ve intrinsik sinirsel yolaklar
tarafindan kontrol edilir. Proksimal 6zofagus ve eksternal anal sfinkter cizgili diiz
kastan meydana gelen yapilar olup, tamamma yakin oranda ekstrinsik kontrol
altindadir. Sindirim kanalmin diiz kas iceren geri kalan kisimlar1 biiyiikk oranda ESS
innervasyonu ile yonetilir. Intrinsik noral aktivite, ekstrinsik innervasyonun
diizenleyici etkisi altinda calisir [104, 105].

Intrinsik innervasyon ESS’deki myenterik ve submukozal pleksus aracilig1 ile
gerceklesirken, ekstrinsik innervasyon ise splanknik (sempatik) ve vagal-sakral
(parasempatik) sinirler araciligi ile saglanir. ESS, peristaltizm ve MMC gibi lokal
refleksleri kendi basmna iiretebilir. Bu reflekslerin olusumu i¢in gerekli uyarilar:
intrinsik noronlarin yani sira otonom sinir sistemi araciligi ile merkezi sinir
sisteminden alir. Sindirim sistemi ve merkezi sinir sistemi arasindaki noral baglanti
eferent (otonomik) ve aferent (duysal) mekanizmalar araciligi ile iki yonlii olarak
caligir [104].

2.9.1. Enterik Sinir Sistemi (ESS)

Yapi, fonksiyon ve norokimyasal Ozellikleri bakimindan merkezi sinir
sistemine benzerliklerinden otiirli “enterik beyin” olarak da isimlendirilen ESS’de
duysal, motor ve arandron olmak iizere 3 tip noron yer almaktadir. Duysal ndronlar
ortamdaki degisimleri algilayip uyar1 sekline doniistiiren hiicrelerdir. Arandronlar
duysal ve motor ndronlar arasimdaki koprii gérevini tistlenirken, motor noronlar diiz
kas, mukoza, kan ve lenf damarlarindan olusan efektor sistemlere hem uyarici hem
de inhibe edici sinyalleri gotiiriirler. Enterik ndronlarin diger hiicresel hedefleri onder
odak oOzelligindeki interstisyel Cajal hiicreleri (ICC), bagirsaktaki kimyasal ve
mekanik uyaranlara cevaben 6zel mediatorleri salgilayan enteroendokrin ve mast
hiicreleridir. ESS ve merkezi sinir sistemi arasindaki otonomik baglantiya ilave
olarak noroendokrin tipte baglant1 da mevcut olup oreksin, kalsitonin geni ile iligkili
peptid (CGRP), TRH, substance P (SP), CCK, ghrelin, serotonin, vazopressin ve
kalsitonin gibi bircok noropeptid ve reseptorleri hem ESS hem de merkezi sinir
sisteminde bulunmaktadir [105, 106, 107].
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Sekil 2.9. Sindirim Sisteminin Sinirsel Kontrolii [105].

2.9.2. Sindirim Sisteminin Otonomik Innervasyonu

Eferent sinirler sindirim sisteminin salgi ve motor fonksiyonlarini
diizenlerler. Sindirim kanali duvarinda ESS noronlar ile sinaps yapan parasempatik
liflerden salinan temel norotransmiter asetil kolin iken sempatik liflerden salinan
norotransmiter norepinefrin’dir. Sindirim sistemine genel olarak sempatik
innervasyon inhibe edici, parasempatik innervasyon ise uyarici niteliktedir [104, 107,
108].

2.9.2.1. Parasempatik innervasyon

Sindirim sistemini uyaran parasempatik sinirler kranial ve sakral olarak iki
boliimden olugmaktadir. Agi1z ve farenks bolgelerine giden az sayidaki parasempatik
lif haricinde kranial parasempatik sinirler biiyilk oranda N.vagus icinde tasinir.
Parasempatik postgangliyonik ndronlar myenterik ve submukozal pleksuslarin i¢ine
yerlesmis olup, motor ve sekretuar fonksiyonlar1 dogrudan uyarmak yerine ESS
noronlar1 araciligi ile etki ederler [104, 107, 108].

N.vagus kolonun distal iicte birlik kismi haricindeki tiim sindirim sistemini
innerve eder. Vagal pregangliyonik noronlarm govdeleri vagal motor nucleus’larda
yer alir. Vagal motor nucleus’lar, nucleus ambiguus (NA) ve dorsal motor
nucleus’dan olusur. Dorsal motor nucleus, N.vagus’un ana motor merkezi olup,
sindirim sistemi diiz kasinda sonlanan myenterik pleksus noronlariyla sinaps yapan
eferent sinir liflerinin kaynagidir. Dorsal motor nucleus, ayrica davranig, emosyonel
durum, korku, uyaniklik gibi 6nemli fizyolojik fonksiyonlarin diizenlendigi NTS,
LC, hipotalamus, amigdala gibi alanlardan kdken alan projeksiyonlara sahiptir [104,
106, 107, 108].

NA, ventromedial medulla’da yer alir ve rostrocaudal alt boliimleri bulunur.
NA, sindirim sisteminin ¢izgili kas barmdiran yapilarinin motor innervasyonundan
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sorumlu olup, NA’nm alt boliimlerinden kdken alan uzantilarinin, yutkunma gibi

koordineli motor aktivitelerde rol alan retikiiler formasyon’da 6nemli projeksiyonlar1
vardir [104].

Kolon’un distal ii¢te birlik kismi vagal paramsempatik innervasyondan
yoksundur. Omuriligin S1-S5 diizeylerindeki gri cevherden koken alan sakral
parasempatik sinirler pelvik gangliyonlara gelirler, buradan ayrilan postgangliyonik
noronlar kolonu innerve ederler [104, 107, 108].

2.9.2.2. Sempatik innervasyon

Sindirim sistemini uyaran pregangliyonik sempatik sinirler, omuriligin
torakolumbar bolgesindeki T5-L2 segmentlerindeki gri cevherden koken alip,
sempatik zincir igerisine girer ve zinciri terk ettikten sonra ¢oliak, mezenterik
gangliyonlarda sinaps yaparlar ve ESS’deki ndronlar ile sinaps yaparak sonlanirlar.
Sempatik noronlar sekretuar ve motor fonksiyonlar iizerine gerek direkt, gerekse
vagal eferentleri inhibe etmek suretiyle indirekt olarak inhibitor etkilerini gosterirler.
Tipk1 parasempatik pregangliyonik sinirler gibi sempatik pregangliyonik sinirler de
diizenleyici sinyalleri list merkezlerden alirlar [104, 107, 108].

2.9.3. Sindirim Sisteminin Duysal innervasyonu

2.9.3.1. Ekstrinsik Duysal innervasyon

Ekstrinsik aferent duysal noronlar (EPAN) sindirim sisteminden aldiklari
duysal bilgileri merkezi sinir sistemine tagimalarinin yam sira sinir sonlanmalarindan
salgiladiklar1 baz1 néropeptid ve transmiterler araciligi ile enterik ndronlar ve efektor
sistemler {izerine diizenleyici etki gosterirler. Aferent liflerin merkezi sinir sistemine
ilettikleri mekanik, kimyasal ve termal degisiklikler neticesinde aclik, tokluk, agri,
bulant1 hisleri meydana gelir [104, 108, 109]. Vagal EPAN’larin %80-%90’lik
kismimin aksonlarmin NTS’de projeksiyonlar1 bulunurken, spinal EPAN’lar
omuriligin farkli segmentlerinde sonlanirlar [110].

Afferent duysal vagal yolaklar

Vagal EPAN’larin biiyiik boliimii myelinsiz C liflerinden olusur. Mekanik
uyartya karst diisiik uyar1 esigine sahip olan ve fizyolojik sinirlar i¢indeki diisiik
uyar1 seviyelerinde doygunluga ulasan vagal aferentlerin agri duyusunun yani sira
tokluk ve bulant1 gibi agr1 verici olmayan fizyolojik duyulara da aracilik ettikleri
diistiniilmektedir [104].

Vagal aferent sinirlerin govdeleri NG’de yer almaktadir. NG’ler sindirim
kanalinin rostrocaudal organizasyonu olarak da tanimlanan yumusak damak ve yutak
haricinde kalan kisimlarin viserotropik innervasyonundan sorumludur. Noronlar
buradan sonra uyarilar1 talamus’un ventral posterior medial nucleus’u aracilig: ile
viseral duysal kortikal alanlara ve direkt olarak beyindeki diizenleyici alanlara (LC,
hipotalamus, amigdala) iletirler [108].

Afferent duysal spinal yolaklar

Spinal EPAN’lar basta agri1 olmak iizere fizyolojik ve patolojik uyarilari
iletirler. Spinal primer aferent néronlarin hiicre gévdeleri DRG’de yer almaktadir ve
omuriligin dorsal kolon diizeyindeki néronlariyla sinaps yaparlar. Buradan sonra
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viseral duysal uyar1 omurilik icerisindeki medial ve lateral sistemler araciligi ile
ilerler. Lateral sistem, spinotalamik sistem ve bu sistemin ventroposterior talamus ve
viseral duysal kortikal alanlarla yaptig1 sinapslar1 kapsar, agrinin yerlesimi ve siddeti
gibi duysal ayrim islemini yiiriitiir. Medial sistem ise spinotalamik, spinoreticular,
spinomesencephalic ve spinohypothalamic sistemleri barindirir. Temel olarak beyin
sap1 ve ortabeyin bolgelerindeki LC, raphe nuclei, hipotalamus, N.vagus’un motor
nucleus’u gibi Onemli otonomik alanlar1 innerve eder. Medial sistem agrinin
motivasyonel derecelendirilmesi islemini yiiriitiir [108].

Spinal EPAN’lar, vagal EPAN’lardan farkl olarak aferent ileti fonksiyonu
disinda sinir sonlanmalarindan salgiladiklar1 CGRP, norokinin-A (NKA), nérokinin-
B (NKB) ve SP gibi lokal modiilatorler araciligi mukozal biitiinliigiin korunmasinda
rol oynarlar [111, 112, 113, 114].

Sakral aferentler kolonun distal iigte birlik kismini innerve ederler. Hiicre
govdeleri spinal aferent noronlar gibi DRG’de bulunur ve uzantilar1 pelvik sinir
liflerini takip eder [108].

2.9.3.2. intrinsik duysal innervasyon

Hiicre govdeleri ve aksonlar1 myenterik ve submukozal pleksus’ta yer alan
intrinsik primer aferent ndron (IPAN)’lar sindirim kanalinin mukozal ve muskiiler
katmanlarin1 innerve edip, birbirleriyle ve ESS’nin motor, sekretomotor ve
interndronlariyla sinaps yaparlar. IPAN’lar bagirsak icerigindeki mekanik, kimyasal
ve gerimdeki degisikliklere cevaben intrinsik refleksleri baslatirlar [109, 110].
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Sekil 2.10. Sindirim Sisteminin Intrinsik ve Ekstrinsik Duysal Innervasyonu [110].

SMP: submukozal pleksus, MP: myenterik pleksus, NG: nodoz gangliyon, DRG: dorsal kok
gangliyon CM: dairesel seyreden diiz kas; LM: uzunlamasina seyreren diiz kas.
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2.10. Sindirim Sisteminin Myoelektriksel Aktivitesi

Sindirim sistemi diiz kas hiicrelerinin birbirine bag doku ile bagli demetler
halinde kiimelenmesi, iskelet kasma gore daha fazla yiizey/hacim oranina sahip
olmalarimi saglar. Hiicrelerin dzellesmis organizasyonu ve hiicreler arasinda yer alan
diisiik direngli yarik baglantilar sayesinde, olusan depolarizasyon dalgasi hiicreler
arasinda hizli sekilde yayilim gosterir [115].

Sindirim sisteminde elektriksel kontrol aktivitesi (ECA) ve elektriksel cevap
aktivitesi (ERA) olarak bilinen iki farkli elektriksel aktivite bulunmaktadir. Bazal
elektriksel ritim (BER) veya yavas dalga aktivitesi olarak da adlandirilan ECA
sindirim sistemi diiz kasinin zar potansiyelinin diisiik frekansli dalgalanmalar1 olarak
tanimlanir. ECA’da zar potansiyeli -55 ila -35 mV arasinda bir seyir gosterir [116].
Midenin proksimal boliimii hari¢ kontraksiyona neden olmayan ECA’nin frekansi
sindirim kanalmin proksimalinden distaline dogru gidildikce artis gosterir. Insanda
yavas dalga frekans1 dakikada midede 3, duodenumda 12, ileumda 8, kolonda ise 6-
10°dur. [117, 118]. Yavas dalga aktivitesinin frekansi sican duodenumunda dakikada
20-40’tir [116].
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Sekil 2.11. Kopekte Sindirim Kanalinin Farkli Bolgelerindeki Yavas Dalga Frekanslar: [18].

ECA’nin esik degeri asmasi neticesinde meydana gelen ERA, dikensi
potansiyeller olarak da bilinmekte olup, gercek aksiyon potansiyelleridir ve diiz kasta
meydana gelen kontraksiyonlardan sorumludur. ERA’nmin frekansi ve olusan
kontraksiyonun siddeti yavas dalganin esik deger lizerindeki biiyiikliigii ile dogru
orantilidir [115, 119, 120]. Yavas dalgalar midenin biiyiik kivrimindaki onder odak
alanda yer alan kalpteki piirkinje hiicreleri ile benzer 6zellikteki interstisyel ICC’ler
tarafindan olusturulur ve antral bolgeye dogru yayilim gosterir [18, 115, 117, 120,
121].
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Sekil 2.12. Kopekte Pilorus Bolgesinden Elde Edilen Kayit [115].

ICC’ler Ispanyol sinir bilimci Cajal tarafindan 1911 yilinda bir tip sinir
hiicresi olarak tanimlanmis olup, bu hiicrelerin elektriksel aktivitesi 90’1 yillardaki
caligmalarla ortaya ¢ikmugstir [122]. Sindirim sisteminde yerlesim gosterdikleri alana
gore isimlendirilen farkli tipte ICC’ler bulunmaktadir. Myenterik pleksus icerisinde
bulunanlar ICC-MY, dairesel ve uzunlamasina, diiz kas tabakalarmin icerisinde
bulunanlar midede ICC-IM, bagirsakta ICC-DMP, diiz kas demetleri arasinda bag
doku igerisinde bulunanlar ICC-SEP, submukozada yer alanlar ise ICC-SM olarak
adlandirilmistir. Midede bulunan ICC tipleri ICC-MY, ICC-IM ve ICC-SEP iken,
ICC-DMP ince barsakta, ICC-SM ise proksimal kolonda yerlesim gosterir [122, 123,
124, 125]. ICC’ler, diiz kas hiicreleri, sinir sonlanmalar1 ve birbirleri ile temas
halinde bulunurlar [117].

Midenin proksimal kisminda ICC-IM’ler yaygin olarak yerlesim gosterirken
ICC-MY’ye seyrek olarak rastlanir. Onder odak alandaki ICC-IM’lerden koken alan
uyarilar daha sonra ICC-MY leri aktive eder ve distal mideye dogru yayilim gosterir
[126, 127]. ICC’lerin yavas dalga aktivitesinin olusumundaki rolleri white-spotting
(W) farelerin kullanildig: arastirmalarda ortaya konmaktadir. ICC-IM’lerden yoksun
fakat ICC-MY’lere sahip olan heterozigot mutant (W/W") farelerin bagirsak diiz
kasinda yavas dalga aktivitesinin sekillenmemesi ICC-IM’lerin, ICC-MY lerde
baslayan yavas dalga aktivitesinin diiz kas hiicrelerine iletilmesine aracilik ettigini
gostermektedir [18, 126].

ICC’lerin sindirim sistemi motilitesi lizerine dnder odak 6zelliklerinin yani
sira humoral etkileri de mevcuttur. Ozellikle ICC-IM’ler salgiladiklar1 NO, CO, VIP,
ATP, NK ve SP gibi norohumoral maddeler aracili8 ile diiz kas dinlenim potansiyeli
ve uyarilabilirligi iizerine uyarici ve inhibe edici etkiler gostererek motiliteyi
diizenler [117, 122].
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Sekil 2.13. Kopekte Antrum Bolgesindeki ICC’lerin Organizasyonu [123].

LM: uzunlamasina seyreden diiz kas, ICC-MY: myenterik interstisyel Cajal hiicresi,
ICC-IM: intramuskiiler interstisyel Cajal hiicresi, ICC-SEP: septal interstisyel Cajal hiicresi

ICC’lerin kaybr ya da hasart durumunda sindirim sistemi motilitesinde
anormallikler, mide distansiyonu, paralitik ileus, gastroparezi, akalazya, Chagas
hastaligi, Hirschsprung hastaligi, yangisal bagirsak sendromu (IBS), kronik ideopatik
bagirsak pseudoobstriiksiyonu (CIP) gibi patolojiler meydana gelir [117, 128, 129].
Deneysel diyabet modeli uygulanan sicanlarda ICC’lerin yapisal hasar1 ve buna bagl
olarak yavas dalga aktivitesinin bozuldugu gosterilmistir [130].

2.11. Sindirim Sisteminde Motor Paternler

Aclik motor paterni antrum ve duodenumdan baslayarak tiim ince bagirsagi
kat eden, dongiisel kasilmalar ile karakterize olan myoelektriksel bir aktivite olup
besin alimi ile yerini tokluk motor paternine birakir. Tokluk motor paterni uzun
stireli ve diizensiz seyir gosteren kasilmalar ile karakterizedir [131].

2.11.1. Achik Motor Paterni: Go¢ Eden Motor Kompleks (MMC)

Sindirim sisteminde aclikta gozlenen periyodik aktivite ilk olarak 1858’de
Bush tarafindan insanda gosterilmistir. Boldyreff, 1911 yilinda yayinladig:
caligmasinda kopekte aclhk durumunda ince bagirsaktaki intraliiminal basincin
pankreasin ekzokrin salgisina paralel bir seyir izleyerek artis gosterdigini ve bu
aktivitenin 90-110 dakikalik periyotlar ile tekrar sekillendigini ortaya koymustur.
Daha sonra Babkin, bu aktivitenin atropin uygulamasi ile bozuldugunu gostermistir
[132]. 1969 senesinde Szurszewski, kopekte mide ve ince bagirsaga yerlestirdigi
elektrotlar ile yaptig1 elektromyografik kayitlarda elde ettigi aclik motor paternine
“go¢ eden motor kompleks” adin1 vermistir [13]. Code ve Marlett MMC dongiisiinii
gozlenen elektromotor karakteristiklere gore 4 ayr1 evreye aywrmislardir [133].

Myoelektriksel aktivite acisindan MMC dongiisii toplam dort faza ayrilmistir.
Durgun faz olarak da tanmimlanan Faz-I’de aksiyon potansiyeli gozlenmez, ikinci
fazda zar potansiyelinin esik degerini zaman zaman agmasi neticesinde diizensiz
dikensi potansiyeller ve bunun sonucunda da goc¢ edici Ozellik gostermeyen
kasilmalar gozlenir. Uciincii fazda ise kiimelenmis dikensi potansiyeller ve yiiksek

25



amplitiidlii diizenli kasilmalar gozlenir. Dordiincii faz, iiclincii fazdan sonra birinci
faz baslayana kadar gecen sessiz donemdir. Besin alimi ile birlikte bu patern bozulur
ve diizensiz desarjlar olusmaya baglar [117, 132, 134-139]. Bir¢ok arastirmaci
tarafindan birinci ve dordiincii fazlar arasinda ¢ok fazla fark bulunmamasindan 6tiirii
MMC dongiisii ii¢ faza ayrilmaktadir.

MMC Faz-1 MMC Faz-11L MMC Faz-IIT
Siire (dk) 45-60 30-45 5-10

ditzensiz ditzenli

Motor patcrn g kasttmalar kasilmalar
. EYERN N
Elektriksel [ | 0 A /| f\ .'l fl l l . l“ l, l\ ] l |
f |‘I'- I-‘II f\ [
Kontraktil _."’\'x._ y ‘\_,-'I I'\.___JIH\\; \J\/ V I\'vll

aktivite (mN)

Sekil 2.14. Insanda Aclik Motor Paterni (MMC) [18]

En fazla insan, kopek, domuz, kemirgen, sigir ve koyunda calisilan MMC,
mide ve ince bagirsagin yani sira pankreas ve safra kesesinde de gozlenmekte olup,
en net olarak ince bagirsakta tespit edilmektedir. MMC aktivitesinin amacinin mide
iceriginin propulsiyonu ve bagirsakta ilerletilmesinin yani sira sindirim kanalinin
sindirilmeyen besinsel artik ve bakterilerden temizlenerek bir sonraki 6gline hazir
hale getirilmesi oldugu diistiniilmektedir [14, 136].

Tirler arasinda farklilik gosteren MMC dongiisiiniin uzunlugu ortalama
olarak insan ve kopekte 90-120, domuzda 80, sigirda 60, sicanda ise 15-20 dakikadir.
Insanlardaki MMC uzunlugu yasa gore degiskenlik gostermekte olup, siiresi yeni
doganlarda 20-30 dakikadir [14, 132, 140]. MMC uzunlugunun faz-III aktivitesinin
basladig1 bolgeye bagli olarak degistigini gosteren bulgular mevcuttur. Insanlarda
antral kokenli faz-III aktivitesinin gozlendigi MMC dongiilerinin duodenal kokenli
faz-11I aktivitesinin gozlendigi MMC dongiilerine gore daha uzun siirdigi
gosterilmistir [141]. Benzer sekilde Fang ve arkadaslar1 deney gruplarmdaki
sicanlarin %67 sinde duodenal, %33’iinde ise antral kokenli MMC elde ettiklerini,
antral kokenli MMC dongii siiresinin daha uzun oldugunu bildirmislerdir [137].

Tiirler arasinda farkli seyirler gosteren MMC aktivitesi, sicanda insan ve
kopekteki kadar diizenli bir seyir izlemez. Sicanda faz-III kasilmalar1 diger fazlarin
icinde kaybolabilecegi gibi bazi durumlarda 24 saatlik acligir takiben dahi
gozlenemeyebilir [140]. Bu farkliliklarm MMC’yi diizenleyen humoral etkenlerin
farkliligindan ileri geldigi diistiniilmekte olup, faz-I1I kasilmalarinin insan ve kopekte
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plazma motilin, sicanda ise plazma ghrelin konsantrasyonu ile es zamanl seyir
izledigi bilinmektedir [14, 140]. Ekzojen motilin uygulamasi ile insan ve kopekte
faz-III benzeri kasilmalar elde edilmistir [142]. Sicanlarda ise periferal ghrelin
uygulamasi faz-III kasilmalarini olustururken, motilin etkisiz bulunmustur [143,
144]. MMC siirelerinin tiirler arasindaki farkliliginin bir diger nedeninin de farkli
beslenme paternleri oldugu diisiiniilmektedir. insan ve kopek ogiinlere dayali, sican
ise karanlik fazda siirekli bir beslenme paterni gostermektedir. Sicanlarin 6giine
dayal1 beslenme seklinin MMC dongiisiindeki faz-III kasilmalarimin amplitiidlerini
arttirdig1 bildirilmistir [14].

cmnmH2Z20O

20

o

Aantram

cmH2O

20

O L..ALJ
F— Duodenum A
10min

Sekil 2.15. Sicanda Farkli Yontemlerle Kaydedilen MMC Déngiileri. A: antrum ve duodenuma
yerlestirilen kateterler ile yapilan manometrik kayit [146], B: mideye yerlestirilen gerime
duyarh transducer ile yapilan kayit [140], C: duodenum ve jejenuma yerlestirilen bipolar
elektrotlar ile yapilan myoelektriksel kayit [145].
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Deney hayvanlarinda myoelektriksel aktivitenin Ol¢iimii monopolar veya
bipolar serozal elektrotlar kullanilarak elektriksel aktivitenin Olgiilmesi [145],
seromuskiiler olarak yerlestirilen gerime duyarli transducerlar araciligi ile
kasilmalarla olusan kas geriminin 6l¢iilmesi [140] ve manometrik kateter araciligi ile
kasilmaya baglh olusan basin¢ degisikliklerinin Olciilmesi [146] esaslarina
dayanmaktadir. insanlarda MMC 6l¢iimii viicut yiizeyine yapistirilan elektrotlar ve
cerrahi girisim ile karmm duvarina yerlestirilen tel elektrotlar araciligiyla
yapilmaktadir.

2.11.1.1. MMC’nin Sinirsel Kontrolii

MMC’nin ndro-humoral diizenlenmesi tam olarak anlasilabilmis degildir.
Yaygm bir goriis olarak, tokluk motor paterninin olusumunda merkezi sinir sistemi
tarafindan gerceklestirilen ekstrinsik innervasyonun gorev aldig1 kabul edilmektedir.
MMC olusumunun ise ekstrinsik innervasyondan bagimsiz, intramural bir
innervasyon mekanizmasi ile kontrol edildigi, N.vagus’un biitiinliigiiniin mide ve
bagirsakta MMC olusumu ve gogii icin gerekli olmadig diistiniilmektedir [117, 147].

MMC’nin baslangicinda ve ilerletilmesinde ESS rol oynamaktadir. Gorev
alan intrinsik noronlarin biiyiikk bir kismi myenterik pleksusta yer almakta olup,
submukozal pleksus da MMC’nin ilerlemesine katki saglamaktadir [117, 147].
Spencer ve arkadaslar1 ICC-MY hiicrelerinden yoksun heterozigot white spotting
(W/WY) farelerin ince bagirsaklarmdan yaptiklar: kayitta MMC aktivitesinin vahsi
tipte oldugu gibi sekillendigini gostermislerdir. Yavas dalga aktivitesinin
gozlenmedigi bu mutant farelerden elde edilen sonuclar, MMC olusumunu ESS
noronlarinin heniiz tamimlanmayan farkli bir intrinsik mekanizma aracilifl ile
baslattiklarin1 gostermektedir [136].

MMC olusumu ve siirdiiriilmesinde vagal tonusun etkisi konusunda tartigmali
bulgular bulunmaktadir. Baz1 arastiricilar vagotominin mide ve duodenumda MMC
olusumunu engellemezken, sadece faz-III siiresinde azalmaya yol ac¢tigim
bildirmislerdir. Tanaka ve arkadaslar1 kopeklerde periferik motilin uygulamasina
cevaben gozlenen faz-III benzeri kasilmalara ve besin tiiketimi ile birlikte bozulan
MMC’ye N.vagus’un aracilik etmedigini, vagotomi sonrasinda MMC olusumunda ve
siresinde bir degisim olmazken, faz-IIl kontraksiyonlarmmin frekans ve
amplitiidlerinde diisiis oldugunu gostermislerdir [148]. Benzer sonuclar sigan, kopek
ve insanda gosterilmistir [17, 149, 150].

Ekstrinsik vagal innervasyonun MMC’ye etkisinin MMC’nin koken aldigi
anatomik bolge ile degiskenlik gosterdigine ait bulgular vardir. Kopeklerde vagal
denervasyonun antral MMC’nin olusumunu engellerken, duodenal MMC olusumunu
etkilemedigi gosterilmis ve vagal denervasyon sonrasinda olusan duodenal MMC
aktivitesinden duodenumdan salman motilin hormonunun sorumlu oldugu
diistiniilmiistiir. Aym1 ¢alismada duodenektomi sonrasinda antral ve jejunal faz-111
benzeri kasilmalarin ekstrinsik vagal innervasyon aracilig: ile tekrar ortaya c¢iktigi
gozlenmistir [15]. Bunun yani sira Fujino ve arkadaslari ghrelin antagonisti
uygulamasmin normal sicanlarda goézlenen aclik motor paternine etki etmedigini,
vagotomili siganlarda MMC’yi tamamen ortadan kaldirdigin1 gostermislerdir [144].
Bu sonuglar ghrelin’in MMC iizerine santral ve periferal etki mekanizmalarinin
bulundugunu diisiindiirmektedir. Mental stres durumlarinda MMC’nin faz-111
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aktivitesinde diisiis gdzlenmesi, MMC aktivitesinde ekstrinsik innervasyonun da rol
aldigin1 gostermektedir [117]. Sindirim sistemi motilitesi iizerine caliyma yapan
arastiricilar tarafindan psikolojik durumu iyi ve neseli olan kopeklerde MMC
aktivitesinin daha belirgin sekilde kaydedildigini, domuzda ve sicanda her giin
diizenli bir saatte yem verilmesinin MMC aktivitesinin olusumunu kolaylastirdig:
bildirilmistir [140, 151].

Antral ve duodenal MMC’lerin olusumu birbiri ile iligki igerisinde olup,
duodenal MMC’nin baskilandigi durumlarda antral MMC’nin de olusmadigi
gosterilmistir. Buna karsin bazi ¢aligmalarda vagal blokaj, spinal kord kesisi,
diyabetik ve vagotomi sonrasi gelisen gastroparezi, opiat enjeksiyonu, aspirin alimi
gibi durumlarda duodenal MMC’nin olusup, antral MMC’nin olusmadigi
gozlenmistir. Vagal kesinti sirasinda midede MMC’nin ortadan kalkmasi, antral
MMC’nin  olusabilmesi i¢in ekstrinsik vagal innervasyonun gerekliligini
diistindiirmiistiir [15]. Guo ve arkadaslar1 amigdalada tespit edilen motilin
reseptorlerinin  duodenal MMC lizerine etkilerini inceledikleri caligmalarinda,
amigdaloid alana mikroenjeksiyon ile motilin uygulamasinin MMC siiresini
kisalttigimi, faz-I1I potansiyellerinin amplitiid ve frekansini arttirdigini ve bu etkilerin
vagotomi islemi ile ortadan kalktigimi bulmuslardir [152]. Liu ve arkadaslar:
tarafindan da teyit edilen bu sonuclar duodenal MMC iizerine amigdala-hipotalamus-
beyinsap1-N.vagus ekseni {iizerinden etki goOsteren bir santral yolagi ortaya
koymaktadir [153, 154].

2.11.1.2. MM C’nin Hormonal Kontrolii

Sindirim sisteminden salinan ¢ok sayida molekiil endokrin ve parakrin etki
sekilleri ile MMC aktivitesinin diizenlenmesine katilmaktadir. MMC’yi uyaran
humoral faktorlere ornek olarak, motilin, motilin reseptdr analogu olan eritromisin,
somatostatin, opioidler, SP, dopamin, prostaglandinler, epidermal biiyiime faktori,
serotonin, histamin, ghrelin, MMC aktivitesini inhibe edip tokluk motor paterninin
olusumunu uyaran humoral faktorlere ©Ornek olarak CCK, insiilin, glukagon,
norotensin, noromedin, NO, GABA, bombesin, GLP (glukagon benzeri peptid)-1,
GLP-2, oreksin-A, enkefalinler ve prostaglandin E, verilebilir [17, 117, 155, 156,
157, 158].

Duodenumun baslangicindan saliman motilin hormonu 6zellikle antral
MMC’nin temel uyaranlarindan biri olup, tokluk motor paterninin olusumuna etkisi
bulunmamaktadir [117]. Motilin’in kopekte ve insanda MMC dongiisiiniin faz-1II
kasilmalarin1  tetikledigi  goOsterilmistir.  A¢hk fazinda plazma  motilin
konsantrasyonunun dongiisel bir seyir izledigi ve MMC dongiisiiniin faz-111
evrelerinde tepe noktast gosterdigi bilinmektedir. Motilin reseptoriiniin insan, kopek,
tavsan ve kobayda gosterilmesine karsin sicanlarda saptanamamis olmasi ekzojen
motilin uygulamasinin sicanlarda mide motilitesi {izerine etkili olmamasini
aciklamaktadir [14, 140, 143].

MMC dongiisii insan ve kopekte 90-100, sicanda ise yaklasik 15-20 dakikadir
[140]. Dongii siirelerinin farkli olmast MMC’ye farkli biyolojik molekiillerin etki
gosterdigini diistindiirmektedir. Ghrelin motilin’e, ghrelin reseptorii de motilin’in tip-
la reseptoriine yapisal olarak benzerlik gostermekte olup endojen ghrelin’in sican
midesinde gozlenen MMC’nin faz-IIl kasilmalarim1 diizenledigi gosterilmistir [14].
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Biiyiime hormonu sekretagog reseptoriiniin (GHS-R) endojen ligandi olan ghrelin’in
mide-bagirsak motilitesine etki gosterdigi bilinmekle birlikte, sicanda plazma
konsantrasyonu aglik fazinda tokluk fazina gore daha yiiksek olup besin alimi ile
birlikte diisiis gostermektedir [14, 140, 159, 160]. Ghrelin uygulamasinin sigcanda
hem aclik hem de tokluk fazlarinda faz-III kasilmalarin1 baslattigt ve MMC
dongiisiiniin sitiresini kisalttig1 [144], kopeklerde ise MMC’ye etkisinin bulunmadigi
[161] gosterilmistir.

Somatostatin’in MMC iizerine etkileri tiirlere gore degiskenlik gosterir. Insan
ve kopekte faz-III aktivitesini uyarip, MMC siiresini kisaltan somatostatin, sicanda
SST-2 reseptorlerine baglanarak MMC’yi nitrerjik yolak araciligi ile inhibe
etmektedir [117, 162].

Tagikininler, MMC aktivitesini NO’ya duyarli bir mekanizma aracilig1 ile
uyarmaktadir. NK1 ve NK2 reseptor antagonistlerinin uygulamalar1 faz-III
kontraksiyonlarini inhibe etmektedir [117]. Schmidt ve arkadaslar1 NKA ile uyarilan
faz-II aktivitesinin NOS inhibitorii L-NNA ile arttiini, artan aktivitenin NK1 ve
NK?2 antagonistleriyle ortadan kalktigin1 gostermislerdir [163].

Serotonin ince bagirsakta kontraksiyon hizini, siiresini ve amplitiidlerini
arttirarak agirlikli olarak uyarici etki gosterir. Sicanlarmm myenterik serotonerjik
noronlarinin haraplanmasit MMC aktivitesinin bozulmasina ve goc¢ hizinda azalmaya
neden olmaktadir. Spesifik reseptor antagonistleriyle yapilan ¢aligmalar neticesinde
serotonin reseptorlerinden 5-HT3 ve oOzellikle 5-HT4’iin MMC aktivitesinin
diizenlenmesinde etkili olan reseptor tipleri oldugu belirtilmistir [117, 145].

Melatonin epifiz bezinde sentezlenir ve karanlik fazda salinan bir hormondur.
Melatonin, prekiirsorii olan serotonin’in asetilasyonu ve metilasyonu ile olusur.
Sindirim kanalindaki melatonin kaynagi APUD ve EC hiicreleri olup, sindirim
sistemi motilitesine diiz kasta ve myenterik pleksusta bulunan selektif reseptorleri
araciligr ile etki etmektedir. Melatonin’in mide motilitesini vagal aferentlerde
bulunan serotonin reseptorleri araciliginda vago-vagal inhibitor refleksin olusumunu
saglayarak inhibe ettigine dair bulgular vardir [116]. Bunun yani sira Kasimay ve
arkadaslari, ekzojen melatonin’in mide motilitesini 5-HT3 ve CCK2 reseptorleri
araciliginda sempatik noron aktivasyonu ile inhibe ettigini gostermislerdir [164].
Diger taraftan endojen melatonin’in faz-II evresindeki diizensiz dikensi
potansiyelleri inhibe ederek MMC dongiisiinii hizlandirdigimi gosteren caligmalar
vardir [165]. Melatonin’in sindirim sistemi motilitesi iizerine farkli etkileri,
serotonerjik sistemin farkli reseptorleri ile farkli yerlerde etkilesime girdigini
diistindiirmektedir.

NO’nun MMC siklusunu baskilayict etkisi bilinmektedir. Endojen NO’nun
NOS inhibitorii ile ortadan kaldirilmasmin faz-1II aktivitesinin olugsmasina neden
oldugu insanda ve sicanda gosterilmistir [117, 166, 167].

GLP-1 ve GLP-2 proglukagon’dan koken alan, ince bagirsaktaki L
hiicrelerinden besin alimini takiben dolagima salinan peptidlerdir. Merkezi sinir
sisteminde de sentezlenen GLP-1 ve GLP-2’nin insan ve hayvanlarda besin
tikketimini inhibe ettigi, periferal olarak ileal fren mekanizmasinda rolii oldugu ve
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mide bosalma hizin1 yavaglattigi bilinmektedir. GLP-1 ve GLP-2’nin periferal
uygulamalarinin sican ve insan ince bagirsaginda tokluk motor paternini
etkilemezken, MMC’yi inhibe ettigi gosterilmistir [158, 168]. Tolesa ve arkadaslari,
sicanda GLP-1’in MMC iizerine olan inhibe edici etkisinin nitnerjik yolak araciligi
ile gerceklestigini gostermislerdir [169].

MMC’nin hormonal diizenlenmesini inceleyen caligmalarda genel olarak
peptid ve hormonlarin plazma diizeyleri olciilmektedir. Ote yandan sindirim
sisteminde sentezlenen peptidlerin motilitenin diizenlenmesine endokrin tarzdaki etki
sekillerinin yani sira liiminal alana serbestlenerek parakrin tarzda da etki gosterdigini
diistindiiren bulgular vardir. Naslund ve arkadaslar1 plazma motilin seviyelerinin faz-
III evreleri ile senkronize sekilde yiikselmesinin yam sira duodenal igerikte VIP,
somatostatin ve SP’nin faz-III 6ncesinde ve sirasinda benzer degisimleri gosterdigini
tespit etmislerdir [170].

2.11.2. Tokluk Motor Paterni
Besin alimi ile birlikte MMC paterni bozulur, uzun siireli, diizensiz desarjlar
ve kasilmalar ile karakterize tokluk paterni baslar [131,155].
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Sekil 2.16. Ogiin Alin ile Tokluk Motor Paterni’nin Olusumu [18].

MMC’nin inhibisyonunda besinlerin mideye girisi ile birlikte sekillenen
kabul gevsemesini saglayan vago-vagal refleksin ve final molekiili NO’nun rolii
oldugu diistiniilmektedir [167].

Tiiketilen besinin yapis1 ve kalorik degeri, aclik paterninin bozulma sekline,
diger bir ifade ile tokluk paterninin olusum sekline etki eder. Tokluk motor paterni
insanlarda 6giin miktar1 ve icerigine bagh olarak 2-6 saat siirebilir [135]. Ogiinde
tikketilen besindeki yaglar daha uzun siireli bir aktivite saglarken, karbonhidratlar
yilksek amplitiidlii kontraksiyonlara neden olur [139]. Tokluk motor paterninin
olusumunda Ogiiniin besinsel igeriginin yani1 sira viskozitesi de Onem tasir.
Kopeklerde yapilan calismada kepek ve selilloz 6gilinlerinin birbirine yakin
amplitiidlere sahip, fakat frekanslar1 farkli tokluk motor paternleri olusturduklari
tespit edilmistir [171].
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2.12. Mide Bosalim

Midenin motor aktivitesi 3 fonksiyon icin dnemlidir. Bu fonksiyonlar: (1)
0zofagustan gelen besinlerin alinmasi ve depo edilmesi, (2) kimusun sindirilebilir
kivama getirilmesi, (3) antrum, pilor ve duodenumun proksimal bdlgesinin ortak
isbirligi ile kimusun ince bagirsaga yavas bir hizda aktarilmasidir [18, 19, 107].
Midenin myoelektriksel ve kontraktil aktiviteleri ile yiiriitiilen bu fonksiyonlar
sinirsel (ekstrinsik, intrinsik) ve humoral (endokrin, parakrin) mekanizmalar ile
kontrol edilmektedir (20).

Mide anatomik olarak fundus, korpus ve antrum olarak ii¢ boliime ayrilirken,
fonksiyonel olarak proksimal ve distal olarak iki kisimda incelenir. Proksimal ve
distal kisimlar mide bosaliminda farkl islevleri yerine getirirler. Proksimal midenin
temel fonksiyonu depo islevi iken, distal mide, Ogiitme ve karistirma islemleri
sonucu kimus haline getirdigi besinleri pilorik direnci asacak basinci olusturan
kasilmalar araciligi ile duodenuma pompalamaktir. Midenin govde kismindan
baslaylp antruma dogru yayilan bu kasilmalarin frekanst yavas dalga frekansi
tarafindan belirlenir [19, 172].

Beslenme esnasinda alt 6zofageal sfinkter ve proksimal midede yutkunma ile
baslayan ve daha sonra bu bolgede kalici olarak devam eden, besinlerin mideye
gecisini kolaylastiran “kabul gevsemesi” adi verilen bir yanit gozlenir. Bu gevseme
vagovagal bir refleks ile diizenlenir [20, 117, 172, 173]. Ozofagus ve mideden koken
alip, N.vagus icerisinde seyreden duysal lifler NTS’de sonlanir. NTS, eferent duysal
uyarilar1 eferent vagal yolaklarm koken aldigi DMN’ye iletir. Eferent yolagin
sonundaki inhibitdr motor néronlardan salgilanan NO ve VIP ise mide diiz kasinda
sekillenen kabul gevsemesine aracilik eder [20, 173]. Bu gevseme insanlarda basing
artisgina neden olmaksizin 2 litreye varan miktarlarda sivi besin depolanabilmesine
olanak saglamaktadir [117].

Besinin mideye kabuliiniin ardindan midenin proksimal bolgesinde zayif,
distal kisimlarinda ise kuvvetli peristaltik dalgalar olusur. Proksimal midedeki tonik
kasilmalar mide i¢ hacminin daralmasma neden olarak besinlerin distal boliime
ilerlemesini saglar. Antruma dogru dalgalarmm kasilma giicii artarak besinlerin
karigmasini ve kimus formuna doniismesini saglayan giiclii fazik konstriktor halkalar
meydana gelir. Kimustaki kat1 besin partikiilleri 1-2 mm c¢apindan daha kiiciik olana
dek mide bosalimi baslamaz. Her peristaltik dalga pilora ulastiginda pilorun
kendisinin de kasilmasiyla kimusun biiyiik bir kismi geri piiskiirtiiliir. Bu aktivite
mide iceriginin parcalanmasi ve karigmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir [19, 20, 117,
172].

2.12.1. Mide Bosalimim Etkileyen Faktorler

Besinler mideden duodenuma periyodik olarak bolus seklinde aktarilir.
Fizyolojik sartlar altinda bu aktarimin hizi ince bagirsagin salgi ve emilim
kapasitesini agmayacak sekilde ayarlanir. Mide bosalim hiz1 iizerine etkili en 6nemli
faktorler midenin doluluk orani, besin tiiketiminin frekansi ve kimusun fiziko-
kimyasal kompozisyonudur [107, 117].

Mide iceriginin asidite, osmolarite, besin madde kompozisyonu gibi kimyasal
ozellikleri ile kati, sivi olmas1 gibi fiziksel 6zellikleri pilor sfinkterinin ve mide
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duvarinim tonusunu etkileyerek, kimusun mideyi terk etme hizinda 6nemli rol oynar
[20, 172]. S1v1 ve kat1 maddelerin mideden bosalimi farkl paternler gostermekte ve
farkli mekanizmalar ile kontrol edilmektedir.

Sivilar Oncelikli olarak mide ve duodenum arasindaki basmg¢ gradienti
yardimiyla mideyi kat eder ve bunu saglayan mide basin¢ artis1 proksimal midedeki
zayif kasilmalar ile saglanir. Kat1 besin maddeleri ise antrumda meydana gelen giiclii
ve koordineli kontraktil fonksiyon araciligi ile mideyi terk eder [174].

S1v1 besinler kati besinlere gore mideyi daha hizli terk etmekte olup, zamana
kars1 dogrusal bir seyir izlerler. Insanda besin maddesi icermeyen sivilarin midedeki
yarilanma siiresi ortalama 8-18 dakikadir. Sivilarin mide bosalma hizindaki en
onemli faktor hacim olmasmna karsin sivimin hipertonik, asidik olmasi veya yag,
amino asit gibi besin 6gelerinden zengin olmas1 bosalma hizin1 yavaslatir. Izotonik
stvilar hipertonik sivilara gore mideyi daha hizli terk eder. Mideye alman sivinin 1s1s1
da bosalma hizinda bir etkendir. Soguk sivilar bosalmay1 yavaslatir [117].

Kat1 besinlerin midedeki yarilanma siiresi ortalama 2 saat olup bifazik bir
patern gosterirler. Yavas ilerleyen ve ortalama 30 dakika siiren birinci fazi takiben
hizl1 ve dogrusal seyir gosteren ikinci faz gelir [20, 175, 176, 177].

Mide bosalma hizi besin madde kompozisyonu ile de yakindan iligkilidir.
Besin maddesi igeren sivilar mideyi ortalama 200 kcal/saat hizla kat ederler [20].
Besinlerin kalorik degeri yiikseldikce bagirsaga gecis siireleri de uzamaktadir.
Karbonhidratlar mideyi en hizli sekilde terk ederken bunu sirasiyla proteinler ve
yaglar izlemektedir. Ogiin icerigine glukoz ilave edilmesi mide bosalma hizini
artirirken, kisa siireli aclik uygulamasi yavaslatir [20, 175].

2.12.2. Mide Bosalma Hizinin Kontrolii

Mide bosalma hizinin kontrolii mide ve duodenumun kontraktil aktivitelerinin
koordinasyonu araciligr ile gerceklesmekte olup, bosalma hizini belirleyen temel
unsurlar antrumdaki kasilmalarin frekansi, pilorik kasilmalarin frekansi, siddeti,
siresi ve bu kasilmalarin yayilma hizlaridir. Mide bosalma hizi humoral ve noral
mekanizmalar tarafindan denetlenmektedir. Bu mekanizmada yer alan en Onemli
humoral faktorler mideden salinan gastrin ve duodenumdan salinan CCK, sekretin ve
gastrik inhibitor peptid (GIP)’tir [106].

2.12.2.1. Mide Bosalma Hizinin Kontroliinde Midenin Rolii

Midede besin miktarmin artis1 ile yiikselen mide ici basing, vagovagal
reflekslerin olusumunu saglayarak midenin bosalma hizini arttirr. Bunun yani sira
mide duvarinda besinlerin olusturdugu gerim, lokal myenterik reflekslerin ortaya
cikmasint saglar. Bu refleksler mide duvarmin yami sira pilor sfinkterinde de
inhibisyona neden olur ve mide bosalma hizini arttirir [20, 106].

Pilor bolgesindeki kaslarin midenin diger bolgelerine oranla 50-100 kat daha
kalin olmas1 ve normal sartlarda bu kaslarin siirekli tonik kontraksiyon gostermesi
pilorik sfinkter direncinin olusumunu saglar. Bunun yani sira midede besine bagli
gerime cevaben antral mukozadaki G hiicrelerinden salman gastrin hormonu distal
midedeki kasilmalar1 ve pilor sfinkter kaslarini da uyararak tonusunu arttirir. Bu
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sekilde gastrin, bir yandan antral kasilmalar aracilig1 ile mide bosalimini uyarirken,
diger yandan arttirdig1 pilorik direng ile mide bosaliminda fren gorevi iistlenmektedir
[20, 106].

2.12.2.2. Mide Bosalma Hizinin Kontroliinde Duodenumun Rolii

Beslenme sirasinda sindirim kanalindan merkezi sinir sistemine giiclii
sinyaller gonderilir. Kimus emiliminin gergeklestigi ince bagirsak tokluk
sinyallerinin 6nemli bir kaynagidir [178]. Mide bosalimi duodenal emilim ve distal
midenin  motilitesi  arasinda  gerceklesen  norofizyolojik  refleksleriyle
diizenlenmektedir [19]. Kimusta bulunan besin 6geleri ve ince bagirsakta yer alan
reseptorler arasindaki etkilesim noronal ve hormonal bir geri-besleme saglamakta,
bunun neticesinde antral kasilmalar inhibe olurken duodenumdaki tonik ve fazik
motor aktivite uyarilmaktadir. Bu geri-beslemenin etkinligi kimusa temas eden ince
bagirsak uzunlugu ile dogru orantilidir [172].

Kimus duodenuma gectigi zaman ceperden kaynaklanan bir¢ok sinirsel
rekleks meydana gelir ve mide bosalimi inhibe olur. Mide bosalimini inhibe eden
refleksler: (1) ESS iizerinden duodenumdan direkt mideye giderek, (2) ekstrensek
sinirler araciligiyla prevertebral gangliyonlara, oradan inhibitor sempatik lifler ile
mideye giderek (3) vagal aferentler ile beyin sapma iletilip vagal eferentler ile
taginan uyarict sinyalleri inhibe ederek etki gosterirler [106, 107]. Duodenumun
gerilme derecesi, mukozal iritasyon, kimusun asiditesi, ozmolaritesi ve kimusta
bulunan yikim iirtinlerinin niteligi bu refleksleri dogurabilir [117]. Duodenum ve
jejenum mukozasinda kimusun asidite, ozmotik basing ve yag igerigini algilayan
reseptorler yer alir. Duodenumdaki pH’nin 3.5’in altinda olmasi, yag asitlerinin,
monogliseritlerin, amino asit ve peptidlerin varligi mide bosalimini yavaslatir.

Bosalma hizinda belirleyici olan humoral faktorlerin baginda CCK hormonu
gelmektedir. Bagirsaga gelen yag, protein ve glukoz gibi sindirim iiriinlerine cevaben
ince bagirsagin iist boliimlerindeki I hiicrelerinden salman CCK, mide, safra kesesi
ve pankreas salgi fonksiyonlarmi uyarir, mide bosalimi ve aglik motor paternini
inhibe eder [178, 179, 180]. Isimlerini bulunduklari yerlerin bas harflerinden alan
CKK-A ve CCK-B olmak iizere iki tip CCK reseptorii tanimlanmis olup, sindirim
sistemi ile ilgili olan CKK-A reseptoriidiir [180]. CCK, alt 6zofageal sfinkteri ve
mideyi gevsetirken, antrum ve pilor sfinkterindeki kasilmalar1 uyarir ve mide
bosalma hizini yavaslatir [117]. CCK’nin bu etkisi sicanda [179, 181], kopekte [182]
ve insanda [183] gosterilmistir. CCK’nin A-tip reseptOr antagonistlerinin sistemik
uygulandig1 calismalarda endojen CCK’nin mide bosalimi iizerine olan inhibitor
etkilerinin ortadan kalktig1 tespit edilmistir. Diger yandan CCK’nin merkezi sinir
sisteminde norotransmiter gorevi listlenerek mide bosalimini inhibe ettigini gosteren
bulgular da mevcuttur. Ekzojen CCK’nin santral uygulamalar1 neticesinde mide
bosalimmnm ve myoelektriksel aktivitenin inhibe oldugu gosterilmistir [179].
Borovicka ve arkadaslar1 insanlarda endojen CKK’nin hem kati hem de sivilar
tizerine mide bosalimini inhibe edici etkilerini A tipi reseptor antagonisti kullanarak,
ortadan kaldirmislardir [184]. CCK, endokrin etkilerinin yani swa parakrin etki
mekanizmasi ile vagal duysal noronlar1 uyararak mide bosalimimi inhibe etmektedir
[179,185].
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Duodenumdaki asiditenin artmas1 Lieberkithn kriptalarinda yer alan S
hiicrelerinden sekretin salinimina neden olur. Sekretin insan, kedi, kopek ve sigcanda
mide bosalimini inhibe ederken, bir taraftan da pankreastan bikarbonat salinimini
arttiryp, mideki G hiicrelerinden gastrin salinimini azaltarak mide asit sekresyonunu
inhibe eder [186, 187]. Sekretin antrumdaki kasilmalari inhibe eder ve pilor
sfinkterinin kontraksiyonunu uyararak mide bosalma hizini diisiiriir [106] Sekretin’in
mide bosalimini inhibe edici etkisinin kapsaisine duyarli duysal vagal aferentler
[117, 186, 188] ve gastrin sekresyonunun inhibisyonu [189] aracilig: ile yaptig: ileri
stiriilmiistiir. Diyabete bagl olarak azalan mide bosalma hizinda sekretin’in rol aldig1
diistiniilmekte olup, diyabetik sicanlarin ince bagirsagindaki noronlarda sekretin
immiinoreaktivitesinin arttig1 gosterilmistir [190].

GIP, duodeneum ve proksimal jejenumdaki K hiicrelerinden diyetteki yag
sindirim {riinlerine cevaben salmman 42 amino asit iceren bir peptid olup, mide
bosalimini inhibe ettigi bilinmektedir. GIP mide bosalimini inhibe etmenin disinda
tipki sekretin gibi gastrin sekresyonunun inhibisyonu araciligi ile mide asit salgisini
baskilamaktadir [191, 192].

Yukarida adi gecen hormonlarin yani sira mide bosalimi iizerine serotonin
[193], CRF [194], CGRP [195], GLP-1 [174,196], NPY [120] ve galanin’in [197]
inhibitor etkileri, asetilkolin [198], NO [199], histamin [200] ve motilin’in [170]
hizlandirici etkileri gosterilmistir.

Oreksinlerin mide bosalim hizina etkisi ile ilgili cok fazla calisma
bulunmamakla birlikte, ekzojen oreksin-A’nin insanlarda mide bosalimini inhibe
ederken, sicanlarda arttirdig1 gosterilmistir [11, 36].

Amacg

Acligin plazma oreksin-A konsantrasyonunu, hipotalamusta ve periferik
dokularda preprooreksin ve oreksin ekspresyonlarini arttirdigi, santral ve periferal
uygulanan oreksin-A’nin sindirim sistemi fonksiyonlarina etkili olabilecegi
gosterilmistir.

Calismamiz, aclik uygulamasina bagli olarak artan endojen oreksin-A’nin,

mide motilitesine N.vagus aracili merkezi etkisinin yani sira, humoral etkisinin olup
olmadigini gostermek amaciyla yapilmigtir.

35



GERECLER VE YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuarlar,
Merkezi Arastirma Laboratuari, Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuart,
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali ve Deney Hayvanlari Unitesi’nde
gerceklestirilen ¢alisma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Unitesi’nden saglanan 250-350 g agirliginda, eriskin, erkek, 210 adet Wistar sigan
tizerinde yapilmustir. Sicanlar tel kafeslerde standart laboratuar yemi ve musluk suyu
ile beslenmislerdir. Deneye baslamadan Once sicanlar tartilmis ve agirhiklar kayit
edilmistir.

3.1. On Cahsma

3.1.1. Aclik Siiresinin Tayini

Endojen oreksin-A sentezini uyarmak {iizere uygulanacak aglik siiresinin
tespiti i¢in pilot calisma yapilmis, 0, 18, 24, 36, 48 ve 72 saat achk uygulanan
sicanlardan elde edilen plazma Orneklerinde oreksin-A seviyesi Radioimmiinonassay
(RIA) yontemi ile tespit edilmistir. Aclik siiresine bagh olarak degisim gosteren
plazma oreksin-A seviyeleri Sekil 3.1.°de verilmistir. 18 ve 24 saatlik aclik
uygulamalar1 tok gruba gore onemli bir artiga neden olmazken, en fazla artis 36
saatlik uygulamada godzlenmis ve bu artis tok gruba goére 6nemli derecede farkli
bulunmustur (p<0.01). 48 ve 72 saatlik aclik uygulamalarinda tok gruptan farklilik
bulunmamastir.

45,00 ~
40,00 -
35,00 -
30,00 -
25,00 H
20,00 -

15,00
10,00 ~
N BB
0,00

18 saat agllk 24 saat agllk 36 saat agllk 48 saat agllk 72 saat aclik

Plazma oreksin-A seviyesi (pg/ml)

Sekil 3.1. Aclik Siiresinin Plazma Oreksin-A Seviyesine Etkisi. (Her grup icin n=10).
*% p<0.01 Tok grubundan fark
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3.2. Gruplandirma ve Deney Protokolii
Sicanlar mide bosalma hiz1 ve MMC aktivitesinin Ol¢iimii ile ilgili calismalar
icin iki ayr1 gruba ayrilmistir.

3.2.1. Mide Bosalma Hizimin Olciimii icin Yapilan Gruplandirma
1. Tok: Hayvanlara herhangi bir islem uygulanmadan mide bosalma hizi
Olciilmiistiir.

2. Kontrol: 18 saat aclhk uygulamasmin ardindan mide bosalma hizi
Olciilmiistiir.

3. SB: 18 saat aclik uygulamasinin ardindan OX1R antagonisti SB-334867
uygulanmis ve mide bosalma hizi dlciilmiistiir.

4. VG: Vagotomi iglemi yapilan hayvanlarda 18 saat aclik uygulamasinin
ardindan mide bosalma hiz1 dl¢iilmiistiir.

5. 36 s a¢: 36 saat aclik uygulamasinin ardindan mide bosalma hizi
Olciilmiistiir.

6. 36 s ac-SB: 36 saat aclik uygulamasinin ardindan OX1R antagonisti SB-
334867 uygulanmis ve mide bosalma hiz1 6l¢iilmiistiir.

7. 36 s ac-VG: Vagotomi islemi yapilan hayvanlarda 36 saat aclik
uygulamasinin ardindan mide bosalma hiz1 6l¢iilmiistiir.

8. 36 s a¢c-VG-SB: Vagotomi islemi yapilan hayvanlarda 36 saat achk
uygulamasinin ardindan OX1R antagonisti SB-334867 uygulanmis ve mide bosalma
hiz1 6l¢tilmiistiir.

3.2.2. MMC Aktivitesinin Olciimii icin Yapilan Gruplandirma
1. Kontrol: 18 saat aglik uygulamasimin ardindan MMC aktivitesi dl¢iilmiistiir.

2. SB: 18 saat aclik uygulamasinin ardindan OX1R antagonisti SB-334867
uygulanmis ve MMC aktivitesi Olctilmiistiir.

3. VG: Vagotomi islemi yapilan hayvanlarda 18 saat aglik uygulamasinin
ardindan MMC aktivitesi Ol¢iilmiistiir.

4. 36 s acg: 36 saat achik uygulamasinin ardindan MMC aktivitesi dl¢iilmiistiir.

5. 36 s a¢-SB: 36 saat aclik uygulamasinin ardindan OX1R antagonisti SB-
334867 uygulanmis ve MMC aktivitesi Ol¢iilmiistiir.

6. 36 s a¢c-VG: Vagotomi islemi yapilan hayvanlarda 36 saat achk
uygulamasinin ardindan MMC aktivitesi Ol¢iilmiistiir.
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7. 36 s ac-VG-SB: Vagotomi islemi yapilan hayvanlarda 36 saat aclk
uygulamasmin ardindan OX1R antagonisti SB-334867 uygulanmis ve MMC
aktivitesi Olctilmiigtiir.

Vagotomi islemi deneyden 1 hafta once biletaral olarak subdiyafragmatik
yapilmistir. OX1R antagonisti SB-334867 (Tocris, 1960) kuyruk venine yerlestirilen
kateter aracilig1 ile mide bosalma hizinin ve MMC aktivitesi dl¢iimlerinden 1 dakika
once 10 mg/kg dozda uygulanmistir. SB-334867, 10 mg/ml konsantrasyonda DMSO
icinde coziinerek hazirlanmis ve hayvanlara 100 pl/100g miktarda verilmistir.
DMSO’nun 6l¢iilen parametrelere etkisinin olmadig: gerek literatiirdeki ¢caligmalarda
[11, 17], gerekse yaptigimiz On ¢caliymada belirlenmigtir.

3.3. Parametrelerin Tayini

3.3.1. Mide Bosalma Hizinin Olciimii
Tache ve arkadaslarinin yontemine gore yapilmistir [201].

Prensip:

Mideyi terk etme siiresi diger akdz c¢ozeltilere gore ¢ok daha yavas oldugu
bilinen konsantre metil seliilloz ¢ozeltisi ile mide tarafindan emilmeyen ve sekrete
edilmeyen fenol kirmizis1 karigiminin belli bir zaman dilimi icerisinde mideyi terk
etme yiizdesi esas alinarak hesaplanmistir.

Islemler:

%1.5’lik metil seliiloz (Sigma, M-0262) c¢ozeltisi 80°C’de siirekli
karigtirilarak hazirlanmig, homojen hale gelen soliisyon musluk suyu altinda 37°C’ye
sogutulmustur. Bu ¢ozelti igerisine fenol kirmizist (Sigma, P-3532) 50 mg/100 ml
oraninda ilave edilmis ve homojen hale gelinceye kadar manyetik karistirict ile
karistirllmistir. Her deney giinii soliisyon taze olarak hazirlanmis ve deney boyunca
37°C’ye ayarh su banyosunda (ElektroMag, M96-KP) tutulmustur.

Fenol kirmizist iceren 1.5 ml metil selilloz ¢ozeltisi sicanlara gavaj yolu ile
verilmistir. Deneyde standart olarak kullanilmak {izere 2 adet sican, soliisyon
verildikten hemen sonra servikal dislokasyon yontemi ile feda edilip, zaman
kaybetmeden mideleri pilorus ve kardia bolgelerinden klempe edilip ¢ikarilmigtir.
Deneydeki diger hayvanlar ise 30 dakika bekleme siiresinin ardindan ayni sekilde
feda edilerek mideleri ¢ikarilmisgtir.

Cikarilan mideler, %0.9’luk NaCl ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra igerisinde
100 ml 0.1 N NaOH (Merck, C647762) bulunan beherlere alinmistir. Mideler penset
ve makas yardimu ile kiiclik parcalara ayrildiktan sonra doku homojenizatorii ile
(TRI-R STIR-R, Model K-43) 3500 rpm’de 30 saniye siire ile homojenize edilmistir.
Homojenatlar 1 saat boyunca oda 1sisinda bekletildikten sonra iistteki sivi fazdan
alman 5’er ml 6rnek, 0.5 ml TCA (Carlo Erba, 411527) iceren tiiplere aktarimstir.
2800 rpm’de 20 dakika siiren santrifiij (Heraeus Labofuge-200) sonrasinda elde
edilen siipernatantlar, icerisinde 4 ml 0.5 N NaOH bulunan tiiplere eklenmis ve 10
saniye siireyle 40 Hz frekansta vorteks (Velp Scientifica-Zx") uygulamasma tabi
tutulmustur. Daha sonra ornekler spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601) 560 nm
dalga boyunda okunmustur.

38



Elde edilen absorbans degerleri iizerinden mide bosalma hizlar1 asagidaki
formiil kullanilarak hesaplanmis ve % deger olarak ifade edilmistir.

Mide Bosalma Hizi (%) = 1- (Denek Mide Absorbanst / Standart Mide Absorbanst) x 100

Her hayvandan elde edilen ornekler iki ayri seri olarak calisilmis ve deney
sonunda ortalamalar1 alinmustir.

3.3.2. MMC Aktivitesinin Olciimii
Serbest hareket eden uyanik sicanlarda Kihara ve arkadaglarinin yontemine
gore yapimustir [146].

Prensip:

Mide ve duodenuma yerlestirilen kateterlere uygulanan sabit hizdaki sivi
infiizyon basincinda kasilmaya baghi degisimlerin degerlendirilmesi esasina
dayalidir.

Islemler:

Hayvanlar bir gece dnceden yemleri alinip a¢ birakilmis, ertesi giin ksilazin
ve ketamin anestezisi altinda, tiras ve dezenfeksiyon islemlerini takiben cerrahi islem
uygulanmistir. Tiim cerrahi islemler steril kosullarda ve steril malzeme kullanilarak
gergeklestirilmistir.

Sekil 3.2.’de goriildiigii gibi, karin bolgesinde orta hat lizerinden uygulanan
kesi ile mide ve duodenum disar1 alinip midenin antrum bdélgesine, duodedumun ise
pilorustan itibaren 3 cm distaline i¢ ¢cap1 0.86 mm, dig cap1 1.27 mm olan polietilen
kateterler (Harvard Apparatus-59-8330) yerlestirilmistir. 12 G kalinliginda metal
igne kilavuzlugunda yerlestirilen kateterler, 5.0 ipek iplik ile uygulanan kese agzi
dikisi ile organ duvarmna sabitlenmistir. Kateterler yine metal ignenin yardimiyla
karmm bolgesindeki kaslarindan gecirilmis ve karin duvarina basit dikis ile
tutturulmustur. Karm bdlgesinden ense bolgesine dogru deri altinda olusturulan
kanaldan gecirilen kateterler ense derisine uygulanan kesiden disar1 ¢ikarilip 3.0 ipek
iplik ile uygulanan kese agzi dikisi yardimiyla sabitlenmistir. Kas katmanlar1 4.0
katgiit; deri ise 3.0 ipek iplik ile dikilerek kapatilmistir.

Vagotomi gruplarindaki hayvanlarda karin boslugu agildiktan sonra kateterler
yerlestirilmeden Once subdiyafragmatik bilateral vagotomi yapilmis, ardindan ayni
cerrahi islem uygulanmustir.

Disar1 ¢ikarillan kateterlerin deney giiniine kadar zarar gdormemesi icin
hayvanlarin erisiminden infiizyon harness aparat: (Harvard Apparatus-BS4-61-0238)
ile korunmustur. Cerrahi islem sonrasinda analjezik olarak tramadol hidrokloriir (20
mg/kg) ve antibiyotik olarak prokain penisilin G (100,000 IU/kg) uygulanmustir.
Kanamaya bagl olusabilecek tikanmalar1 6nlemek amaciyla kateterler heparin iceren
%0.9’1uk steril NaCl cozeltisi ile doldurulmustur. Hayvanlar 1 haftalik toparlanma
periyodunun ardindan deneye alinmistir. Deney siiresince 3 tanesi cerrahi islem
sirasinda, 4 tanesi ise toparlanma periyodunda olmak iizere toplam 7 hayvan
kaybedilmistir.
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Sekil 3.2. MMC Aktivitesinin Olciimiinde Uygulanan Cerrahi Islem. A:orta hat kesisi, B:kateterlerin
yerlestirilmesi, C:kateterlerin organ duvarina sabitlenmesi, D:kateterlerin karin kaslarina
sabitlenmesi, E:kateterlerin deri altindan ilerletilerek enseden cikarilmasi, F:kateterlerin ense
bolgesine sabitlenmesi, Gtkateterlerin hayvana giydirilen koruyucu aparat icginden
gecirilmesi, H:hayvanin toparlanma periyodunu gecirecegi kafesteki goriintiisii.
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Sekil 3.3. MMC Aktivitesinin Ol¢iimii I¢in Kullanilan Diizenek

Deney giinii sicanlar deneyin yapilacagi bolime alinmig, deney
diizenegindeki baglantilar yapilip, 30 dakika siire ile oda sartlarina alismalar1 icin
bekletilmislerdir. Sekil 3.3.’de goriilen deney diizenegi su cihaz ve malzemelerden
olusmaktadir:

Infiizyon pompalar1 (Kent Scientific-Genie Plus)

Basing transducerlar1 (Hugo Sachs P75-Type 379 ve Sasan-T-19000/B)
Cok kanalli transducer amplikatorii (MAY GTA-0303)

Cift kanall1 swivel aparat1 (Harvard Apparatus BS4-61-0003)

Biopac MP-150 sistemi

AN A e

Kayitlarin alinip degerlendirildigi tasmabilir bilgisayar

Deney esnasinda Kateterler havasi alinip 37 °C’ye getirilmis %0.9’luk steril
NaCl ¢ozeltisi ile infiize edilmistir. infiizyon pompalar1 arada basing transducer’lar1
olacak sekilde kateterlere seri sekilde baglanmistir. Transducer amplikatoriinde gain:
1000, infiizyon pompalarinda akim hiz1 2 ml/saat olarak ayarlanmistir. Kateterlerdeki
0li bosluk giderildikten sonra infiizyon ve kayit islemleri baslatilmistir.

MMC’nin faz-1II donemine denk gelen ve diizenli kasilmalarin gozlendigi
aktiviteler dikkate almarak 3 adet faz-11I, diger bir ifadeyle 2 adet MMC dongiisii
elde edilene kadar kayda devam edilmistir. Elde edilen veriler Biopac Data
Acquisition yazilimindan yararlanilarak bilgisayarda degerlendirilmistir.

Sekil 3.4."de MMC 6l¢iimiine bir ornek verilmistir. Sekilde X ekseni dakika
birimi iizerinden zamani, Y ekseni ise mmHg birimi iizerinden basinci
gostermektedir. Birbiri ardina seyreden faz-1II kasilmalarinin bitim noktalar1
arasindaki siire MMC dongiisiiniin siiresi olarak hesaplanmistir. Kaydmn ilk 90
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dakikalik kisminda tipik aghik paterni goriilmekte olup 4 adet MMC dongiisii
kaydedilmistir. Dordiincii MMC dongiisiiniin ardindan duodenal kateter yoluyla
uygulanan 1.5 ml %30’luk glukoz c¢ozeltisi aglik paternini bozmus ve diizensiz
elektro-motor aktivite ile karakterize tokluk paterninin olugsmasina neden olmustur.
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30000000

0.000000

|El 00000 45.00000 minutes 90.00000 135.00000

Sekil 3.4. MMC Doéngiistiniin Kaydi

3.3.3. Mide Asit Sekresyonu Olciimii

Vagotomiden 1 hafta sonra cerrahi islemin basarisinin dogrulanmasi amaciyla
6 adet hayvanda mide asit sekresyonu Olciimii yapilip, elde edilen mide asit
sekresyonu degerleri kontrol hayvanlari ile kiyaslanmustir.

Prensip:
Belli bir zaman araliginda mideden toplanan sivi 6rnegindeki HCl miktar:
NaOH ile titre edilerek hesaplanmustir.

Islemler:

Orta hat kesisi ile sicanlarin mideleri digar1 alinmis, midenin distal boliimiine
stv1 toplamak amaciyla kateterizasyon islemi uygulanmistir. Mideler distile su ile
yikanarak icerikten arindirildiktan sonra 2 ml distile su verilip 30 dakika sonra geri
almmis ve 0.01 N’lik NaOH ile titre edilmistir. Titrasyon sonunda harcanan NaOH
miktarlar1 kaydedilmis ve asagidaki formiilden yararlanilarak mide asit sekresyonlar1
mEq/L cinsinden hesaplanmustir.

HCI sekresyonu = NaOH(ml) x 0.01(N) x verilen sivi miktart (ml) x siire katsayist x 1000

Sekil 3.5.°de goriildiigii lizere, vagotomi islemi mide asit sekresyonunda
istatistiksel olarak onemli bir azalmaya neden olmustur (p<0.05).
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Mide Asit Sekresyonu (mEq/saat)
N
(&)

Kontrol Vagotomi

Sekil 3.5. Mide Asit Sekresyonu Olgiimleri. (Her grup igin n=3).
* p<0.05 Tok grubundan fark

3.3.4. Plazma Oreksin-A Analizi

MMC aktivitesinin Ol¢iimiinden sonra hayvanlar eter anestezisi altinda
kansizlagtirma yontemi ile feda edilmistir. Alinan kan Orneklerinden elde edilen
plazmalardaki oreksin-A diizeyi RIA yontemi ile ticari kit (Phoenix, RK-003-30)
kullanilarak ol¢iilmiistiir.

Kan ornekleri vakumlu antikoagulan igeren tiiplere alindiktan sonra iclerinde
0.6 TIU/ml aprotinin (Celliance, 7108) bulunan buzda sogutulmus ependorf tiiplerine
nakledilip, 4°C’de 1600 g hizda 15 dakika siire ile santrifiij (Heraeus, Biofuge 15R)
edilmistir. Santrifiij sonrasinda plazma ornekleri ayrilip RIA analizi i¢in -80 °C’de
saklanmustir.

Prensip:
Yontem kit igerisinde bulunan I'® isaretli peptid ile dl¢iimii yapilan peptid
arasindaki yarismayi1 temel alan bir antijen-antikor reaksiyonudur.

Islemler:
Oreksin-A kiti ve plazmalar oda 1sisina getirildikten sonra,

1. Total sayim (TC), non-spesifik baglanma (NSB), total baglanma (TB),
standart tiipleri, kontrol tiipleri ve caligma tiipleri hazirlanmistir.
2. Standartlar (1-128 pg/tiip olacak sekilde) diliie edilmistir.

3. Standart, kontrol ve c¢alisma serumlar1 100uL olarak RIA tiiplerine
eklenmistir.

4. NSB tiiptine 200puL RIA buffer eklenmistir.
5. TB tiiptine 100pL RIA buffer eklenmistir.
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TC ve NSB tiipleri disindaki tiiplere 100puL primer antikor (tavsan anti-
peptide serumu) eklenip, tiim tiipler vortekslenmistir.

7. Tiiplerin iistii kapatilarak 24 saat 4°C’de inkiibe edilmistir.

8. I'® ile isaretli peptid 8000-10000 cpm/100 uL olacak sekilde tiim tiiplere
100’er uL eklenmistir.

9. Tiipler vortekslendikten sonra iizerleri kapatilarak 24 saat 4°C’de inkiibe
edilmistir.

10. TC disindaki tiiplere 100’er uL. normal tavsan serumu ile keci anti-tavsan
IgG serumu eklenmistir.

11. Tiipler vortekslendikten sonra, oda 1sisinda 90 dakika bekletilmistir.

12. TC disindaki tiiplere 500 uL RIA buffer eklenip, tiipler vortekslenmistir.

13.4°C’de 3000 rpm’de 20 dakika santrifiijiin ardindan siipernatantlar
dokiiliip, peletler almmustir.

14. Peletlerin oldugu tiipler gama counter cihazinda (DPC, Gambyte 20) 2
dakika boyunca saydiridmis, sayimlar CPM (count per minute) olarak
kaydedilmistir.

15. Standart grafigi (Sekil 3.4.) cizilmis ve bu grafie bagli olarak
orneklerdeki oreksin-A miktar1 pg/ml seklinde hesaplanmustir.
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Sekil 3.6. Oreksin-A Standart Grafigi

3.3.5. Preprooreksin Analizi

Mide ve hipotalamus dokularinda western blot yontemi ile yapilmistir.

Deneylerin ardindan kansizlastirma yontemi ile feda edilen hayvanlarin mide ve
hipotalamus dokular1 c¢ikarilip deney giiniine kadar sivi nitrojen igerisinde
saklanmistir. Doku Orneklerinde Olgiilebilir miktarda oreksin-A proteini tespit
edilememis, fakat oreksin-A icin bir gosterge olarak kabul edilen preprooreksin
proteini saptanmustir.
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3.3.5.1. Numunelerin Hazirlanmasi

S1v1 nitrojenden ¢ikarilan ornekler once sonikasyon i¢in, buz iistiinde kiigiik
parcalara ayrilmistir. 0.2 g doku i¢cin 600 pl lysis tampon ve lysis tampon + doku
karistminin her 1 ml’si i¢in 50 pl olacak sekilde protein inhibitér kokteyli (Sigma,
9417) eklenerek vortekslenmis, buz icinde 30 dk bekletildikten sonra 15000 rpm de
4°C de santrifiij edilmistir. Siipernatanlar hemen buz kalibina alinmis ve drneklerin
protein analizleri ticari protein kiti ile yapilmistir (Pierce, 23236). Ornekler SDS jele
yiikklenmeden 6nce laemli tamponu ile karistirilarak 5 dk kaynatilmis ve yiiklemeye
hazir hale getirilmistir.

3.3.5.2. Elektroforez ve Antikorlarin Uygulanmasi

Elektroforez ve blotting asamalarinda BioRad Mini Protean 3 sistemi
kullanilmustir. Ornekler igerdikleri proteinlerin molekiil agirhiklarina gore ayrismalari
icin % 18’lik sodyum dodesil siilfat (SDS) poliakrilamid jele yiiklenmistir. Her 6rnek
icin 100 pg/ml protein igerecek sekilde hazirlanmistir. Molekiiler agirhik standart:
(Amersham, RPN 755) ve numuneler once 80V (yiikleme jelinde) sonra 100V
(ayrisma jelinde) da elektroforez edilmistir (BioRad, PowerPac-300). Jeldeki
proteinler nitroselilloz membrana aktarildiktan sonra, membran, % 5’lik siittozu
(Biorad, 170-6404) iceren TBS tamponu kullanilarak 1 saat oda 1sisinda ¢alkalayici
(Edmund Biihler, SM-30) iizerinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda TBST
ile 1-2 defa yikanan membran TBST ile hazirlanmis %5’lik BSA ve primer
antikorlart (Chemicon, Anti-Orexin, AB3096, 1/500) iceren soliisyon ile 4°C’de
calkalayict (ABC Labo, Model SR-40) iizerinde 1 gece inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonrast membran TBST ile 3-10 dakika yikanarak fazla antikorlar
uzaklastirilmis, ardindan membran, %35’lik siit tozu ve 1:3000 oraninda diliie edilmis
sekonder antikor iceren TBST tamponu ile 1 saat 22°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 TBST ile 3-10 dk yikama yapilmis ve membranlar goriintiileme
asamast i¢in hazir hale getirilmistir.

3.3.5.3. Goriintiileme ve Degerlendirme

Sekonder antikorla konjuge peroksidaz enziminin, kemiluminisans olusturan
iiriinti icin substrat iceren ECL reaksiyon karisimi (Cemilucent detection system,
Chemicon-2600), nitroseliiloz membranlarin iizerine uygulanmis ve karanhkta 5 dk
bekletilmistir. Bekleme siiresi sonrasinda membranlarin {izerindeki ECL soliisyonu
kurutma kagidi ile alinarak membranlar ve fotograf filmi western kasetine
yerlestirilmis membrandaki antikor baglanmalarinin goriintiisii fotograf filmine
(Hyperfilm) aktarilmistir.

Goriintiilerin yar1 kantitatif analizi i¢cin bilgisayar ortamma aktarilan film
paternleri, bilgisayar yazilimi1 (image-J programi) yardimi ile degerlendirilmis ve
sonuclar her grup i¢in beta aktin protein miktarina oranlanarak hesaplanmustir.

3.3.6. immniinohistokimya

3.3.6.1. Dokularin Hazirlanmasi

Deney gruplarindan elde edilen mide dokusu Ornekleri %10’luk formalin
fiksatifinde tespit edildikten sonra 6-7 saat musluk suyunda yikanan dokular sira ile
%70, %80, %90 ve %100’liik alkol serilerinde 24’er saat tutularak dehidrasyon
isleminden gecirilmistir. Ksilol icinde 3 defa 5-7’ser dakika bekletilerek
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seffaflastirilan ornekler 58°C’ye ayarh etiivde dokular 3 defa 1’er saatlik parafin
banyosunda tutulduktan sonra etiiv disinda temiz erimis parafin ile bloklanmistir.
Parafin bloklardan alinan 5 mikrometre kalinligindaki kesitlere rutin 151k
mikroskopik ve immiinohistokimyasal teknikler uygulanmstir.

3.3.6.2. Isik Mikroskopik Gozlemler

Sekiz gruba ait Orneklerden 5’er mikrometre kalinliginda kesitler alinip,
hematoksilen-eozin boyamasi yapilarak 151k mikroskobu (Axioplan Zeiss, Almanya)
ile incelenmistir.

3.3.6.3. immiinohistokimyasal Protokol

Polilizin ile kapli lamlara alinan 5 mikrometre kalinligindaki parafin kesitler
1 gece boyunca 56°C’ye ayarlanmis etiivde tutulduktan sonra deparafinizasyon i¢in 3
defa 10’ar dakika ksilolden gecirilmistir. Daha sonra derecesi giderek azalan alkol
serilerinde (%100, %90, %80, %70) 5’er dakika bekletilip, distile suda 5 dakika
calkalanan doku Orneklerindeki antijenik maskelenmenin ortadan kaldirilmasi i¢in
kesitler, 200 ml sitrat tamponu (pH:6.0; 900 ml distile suda 2.1 gr sitrik asit) i¢ine
alimmis ve mikrodalga firmmda (931 watt) iki defa 5’er dakika tutulmustur. Bu
islemden sonra kesitler sitrik asit soliisyonu igerisinde 20 dakika oda 1sisinda
bekletilmis ve dokularin c¢evresi hidrofobik kalemle c¢izildikten sonra 3 defa 5’er
dakika fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisinden (PBS; pH: 7.2-7.4) gecirilmistir. Bir sonraki
basamakta dokulardaki hidrojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak icin 30
dakika boyunca hidrojen peroksit soliisyonu (13.5 ml metanol igerisinde 1.5 ml
H,0,) ile muamele edilmistir. Kesitler 3 defa 5’er dakika PBS’te yikandiktan sonra
dokulardaki 6zgiil olmayan antikor baglanmasini dnlemek amaciyla oda sicakliginda
bloklama serumu (Ultra UV Block, LabVision Corporation TA-125UB) ile 5 dakika
muamele edildikten sonra, serumun fazlasi alinarak primer antikor (Chemicon, Anti-
Orexin, AB3096; 1/200) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Kontrol
kesitlerine uygun serum ya da izotip IgG uygulanmistir. Kesitlere inkiibasyondan
sonra, 3 defa 5’er dakika PBS ile yikama islemi yapildiktan sonra sirasiyla 20 dakika
biyotinli sekonder antikor (DAKO, LSAB-2 system HRP code no:K0609) ve 20
dakika streptavidin-peroksidaz kompleksi (DAKO, LSAB-2 system HRP code
no:K0609) ile inkiibe edilmistir. Her iki uygulama sonrasinda da PBS ile 3 defa 5’er
dakika yikama yapilmig ve sinyali gelistirmek icin dokular amino etil karbozol
(AEC) kromojeni (Lab Vision Corporation, TA-125-UD) ile ortalama 3-5 dakika
muamele edilmistir. Distile suya alinip hematoksilen ile zit boyama yapilan kesitler
tekar distile suda calkalandiktan sonra 1-2 dakika akar musluk suyunda yapilan
yikamanin ardindan Kaiser’s glycerol gelatine (MERCK, OB 514196, Darmstadt,
Germany) marka kapatma soliisyonu ile kapatilmis ve axioplan mikroskopunda
(Zeiss, Almanya) incelenip fotograflandirilmigtir.

3.3.6.4. Morfometrik Degerlendirme

Tiim deney gruplarindan elde edilen mide dokusu Ornekleri oreksin-A i¢in
immiinohistokimyasal yOntemle boyandiktan sonra oreksin-A immiinopozitif
hiicreler 40x 151k mikroskopu biiyiitmesinde sayilarak istatistiksel analiz i¢in her bir
mide Orneginden 4 farkh preparat, her preparattan 3 farkli alanin ortalamalarina ait
degerler hesaplanmustir.
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3.3.6.5. Semikantitatif Degerlendirme

Tim deney gruplarinda oreksin-A i¢in pozitif boyanan hiicrelerin
immiinoboyanma yogunluklar1 semikantitatif olarak [0:Negatif; (+):Zayif pozitif;
+:Pozitif; ++: Yogun pozitif; +++: Cok yogun pozitif] seklinde degerlendirilmistir.

3.4. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler SPSS 13.0 paket programi kullanilarak
yapilmistir. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk Testi ile test edilmis,
uygun oldugu durumlarda gruplar arasi farkliliklar varyans analizi, ikili gruplar
arasindaki farklar T Testi; uygun olmadig1 durumlarda ise gruplar arasi farkliliklar
Kruskal-Wallis Testi, ikili gruplar arasindaki farklar Mann-Whitney U Testi ile
degerlendirilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde ifade edilmis olup,
yapilan biitiin analizlerde p<0.05’1 saglayan degerler istatistiksel olarak dnemli kabul
edilmistir.
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BULGULAR

4.1. Mide Bosalma Hiz1

Mide bosalma hizlar1 Sekil 4.1.’de verilmistir. Mide bosalma hiz1 Kontrol
grubunda Tok gruba gore 6nemli 6l¢iide artmistir (p<0.01). 36 s a¢ grubunda Kontrol
grubuna gore onemli derecede artis saptanmis olup (p<0.001), bu artis SB-334867
uygulamasi ile ortadan kaldirilmis (p<0.001) ve Kontrol degerlerinden daha diisiik
bulunmugstur. Vagotomi uygulamasi 36 saatlik aclik uygulamasinin mide bosalma
hizina olan bu etkisini degistirmemistir. Vagotomi ve SB-334867’nin ayr1 ayri
uygulamalar1 mide bosalma hizin1 Kontrol grubuna gore 6nemli derecede diisiiriirken
(p<0.01), 36 saat aclik uygulanan deneklerde vagotomi ile birlikte uygulanan SB-
334867, mide bosalma hizin1 36 s a¢-SB grubuna benzer sekilde inhibe etmistir
(p<0.001; 36 s a¢c-VG grubundan fark).

100

o (X X J
90 1
80 - (1]
70 1
60 s
50 1
40 | 83,57 86,11
30 1 o
20 1 . it +++
10

4,80
Tok
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Sekil 4.1. Mide Bosalma Hizlar1.

®e p<0.01 Tok grubundan fark; ** p<0.01 Kontrol grubundan fark; *** p<0.001 Kontrol

grubundan fark; ### p<0.001 36 s a¢ grubundan fark; ¢ ¢ ¢ p<0.001 VG grubundan fark; #
p<0.05 36 s a¢-SB grubundan fark; +++ p<0.001 36 s a¢c-VG grubundan fark. (Her grup i¢in
n=9).

Tok: Ac¢lik uygulanmayan

Kontrol: 18 saat aclik uygulamasi

SB: 18 saat aclik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

VG: 18 saat aclik + vagotomi uygulamasi

36 s ac: 36 saat aclik uygulamasi

36 s ac-SB: 36 saat aglik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

36 s ac-VG: 36 saat aglik + vagotomi uygulamasi

36 s a¢c-VG-SB: 36 saat aclik + vagotomi + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi
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4.2. MMC Aktivitesinin Olciimii

4.2.1. MMC Dongiisii Siiresi

MMC dongiisii siireleri Sekil 4.3.’de verilmistir. MMC dongiisiiniin uzunlugu
36 saat aclik uygulamasi ile Kontrol grubuna gore onemli derecede artmis olup
(p<0.001), bu artiy OXI1R antagonisti SB-334867 wuygulamasi ile ortadan
kaldirdmistir (p<0.001). Vagotomi uygulamast 36 saat achiga bagl gozlenen bu
etkide herhangi bir degisiklige neden olmamis, vagotomi ve SB-334867 nin birlikte
uygulanmasi 36 saatlik achigin MMC dongiisii iizerine olan inhibe edici etkisinin
tamamen ortadan kalkmasina ve Kontrol degerlerinin altina inmesine neden olmustur
(p<0.001; 36 s a¢c-VG grubundan fark).

Subdiyafragmatik bilateral vagotomi isleminin 18 saat aghik uygulamasi ile
elde edilen MMC dongiisii lizerine inhibitor etkisi tespit edilmistir (p<0.01). SB-
334867 uygulamasi ise MMC dongiisiiniin kontrol grubundan daha kisa siirmesine
neden olmustur (p<0.001).
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Sekil 4.2. MMC Dongiisii Siireleri.

** p<0.01 Kontrol grubundan fark; *** p<0.001 Kontrol grubundan fark; ### p<0.001 36 s
ac grubundan fark; ¢ ¢ ¢ p<0.001 VG grubundan fark; +++ p<0.001 36 s a¢-VG grubundan
fark. (Her grup i¢in n=8).

Kontrol: 18 saat aclik uygulamasi

SB: 18 saat aclik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

VG: 18 saat aclik + vagotomi uygulamasi

36 s ac: 36 saat aclik uygulamasi

36 s ac-SB: 36 saat aclik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

36 s ac-VG: 36 saat aglik + vagotomi uygulamasi

36 s ac-VG-SB: 36 saat aclik + vagotomi + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi
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Sekil 4.3. MMC Aktivitesi Kayitlart.

Kontrol: 18 saat aclik uygulamasi

SB: 18 saat aclik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

VG: 18 saat aclik + vagotomi uygulamasi

36 s ac: 36 saat aclik uygulamasi

36 s ac-SB: 36 saat aclik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

36 s ac-VG: 36 saat aglik + vagotomi uygulamasi

36 s a¢c-VG-SB: 36 saat aclik + vagotomi + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi
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4.2.2. Faz-1III Siiresi

MMC dongiilerine ait faz-III siireleri Sekil 4.5.°de verilmistir. MMC
dongiistiniin faz-1II siireleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel 6neme sahip bir
farklilik bulunmamastir.
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Sekil 4.4. Faz-11I siireleri.

Kontrol: 18 saat aclik uygulamasi

SB: 18 saat aclik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

VG: 18 saat aclik + vagotomi uygulamasi

36 s ac: 36 saat aclik uygulamasi

36 s ac-SB: 36 saat aglik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

36 s ac-VG: 36 saat aglik + vagotomi uygulamasi

36 s a¢c-VG-SB: 36 saat aclik + vagotomi + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi
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4.3. Plazma Oreksin-A Seviyeleri

Plazma oreksin-A seviyeleri Sekil 4.6.°de verilmistir. SB-334867 veya

vagotomi uygulamasi plazma oreksin-A diizeyinde, kontrol grubuna gore herhangi
bir degisiklik yapmamistir. Deneklerin 36 saat siire ile a¢ birakilmasi plazma
oreksin-A miktarmin artisina neden olmustur (p<0.001; kontrol grubundan fark). 36
saat a¢ brrakilan deneklere SB-334867 uygulanmasi oreksin-A diizeyini azaltmis
(p<0.05, 36 s a¢ grubundan fark), vagotomi uygulamasi herhangi bir degisiklige
neden olmamustir. Plazma oreksin-A diizeyindeki azalma en fazla her iki islemin
birlikte uygulandigi 36 s ag-VG-SB grubunda goriilmiis olup, 36 s ag-SB ve 36 s ac-
VG gruplarina gore istatistiksel olarak dnemli fark tespit edilmistir (her iki grup icin
p<0.01).

Plazma oreksin-A seviyesi (pg/ml)
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Kontrol 36s a¢ 36sac-SB 36s ac-VG 36 s a¢-VG-SB

Sekil 4.5. Plazma Oreksin-A Seviyeleri.

*#*% p<0.001 Kontrol grubundan fark; # p<0.05 36 s a¢ grubundan fark; ## p<0.01 36 s a¢
grubundan fark; $$ p<0.01 SB grubundan fark; ¢ ¢ ¢ p<0.001 VG grubundan fark; &4
p<0.01 36 s a¢-SB grubundan fark; ++ p<0.01 36 s a¢-VG grubundan fark. (Her grup icin
n=q).

Tok: Ac¢lik uygulanmayan

Kontrol: 18 saat aclik uygulamasi

SB: 18 saat aclik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

VG: 18 saat aclik + vagotomi uygulamasi

36 s ac: 36 saat aclik uygulamasi

36 s ac-SB: 36 saat aclik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

36 s ac-VG: 36 saat aglik + vagotomi uygulamasi

36 s ac-VG-SB: 36 saat aclik + vagotomi + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi
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4.4. Preprooreksin Analizi

Mide ve hipotalamik doku Orneklerinde Olgiilebilir miktarda oreksin-A
proteinine rastlanmamis olup, oreksin-A ekspresyonunun gostergesi olarak
preprooreksin tespit edilmistir.

4.4.1. Midede Preprooreksin Analizi

Midedeki preprooreksin proteinine ait optik dansite degerleri Sekil 4.7.’de
verilmigtir. Midede preprooreksin ekspresyonunun aghiga baghh uyarildig:
saptanmustir. 18 saatlik aghik uygulamasi Tok gruba gore, 36 saatlik a¢lik uygulamasi
ise Kontrol grubuna goére preprooreksin ekspresyonunu anlamli derecede arttirmis
(p<0.05), bu deneklere SB-334867 veya vagotomi uygulanmasi preprooreksin
miktarini degistirmemistir.

1,60 -

1,40 1

1,20 A
1,00 -
0,80 4
0,60 4
0,40 4
0,20 j
0,00 -

Kontrol 36sac 36 s a¢-SB 36s ac-VG 36 s ag-VG-SB

Optik dansite (oreksin-A/p-aktin)

Sekil 4.6. Midede Preprooreksin Ekspresyonu.

® p<0.05 Tok grubundan fark; * p<0.05 Kontrol grubundan fark; $ p<0.05 SB grubundan
fark ; ® p<0.05 VG grubundan fark. (Her grup igin n=4).

Tok: Ac¢lik uygulanmayan

Kontrol: 18 saat aclik uygulamasi

SB: 18 saat aclik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

VG: 18 saat aclik + vagotomi uygulamasi

36 s ac: 36 saat aclik uygulamasi

36 s ac-SB: 36 saat aclik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

36 s ac-VG: 36 saat aglik + vagotomi uygulamasi

36 s a¢c-VG-SB: 36 saat aclik + vagotomi + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi
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4.4.2. Hipotalamusta Preprooreksin Analizi

Hipotalamustaki preprooreksin proteinine ait optik dansite degerleri Sekil
4.8.”de verilmistir. Hipotalamusta preprooreksin ekspresyonunun agliga bagli olarak
uyarildig1 saptanmistir. 18 saatlik aclik uygulamasi Tok gruba gore, 36 saatlik aclik
uygulamasi ise Kontrol grubuna gore preprooreksin ekspresyonunu anlamli derecede
arttrmus (p<0.05), bu gruplara SB-334867 veya vagotomi uygulamasi preprooreksin
sentezinde bir degisiklige neden olmamustir.

2,00
1,804
1,60 4
1,40 4

1,20
1,004
0,80
0,60
0,40
" ’ﬂ
0,00

Kontrol 3sac 36's ac-SB 3sacVG 36's ac-VG-SB

=Y

Optik dansite (oreksin-A/p-aktin)

Sekil 4.7. Hipotalamusta Preprooreksin Ekspresyonu.

® p<0.05 Tok grubundan fark; * p<0.05 Kontrol grubundan fark; $ p<0.05 SB grubundan
fark ; ¢ p<0.05 VG grubundan fark. (Her grup igin n=4).

Tok: Ac¢lik uygulanmayan

Kontrol: 18 saat aclik uygulamasi

SB: 18 saat aclik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

VG: 18 saat aclik + vagotomi uygulamasi

36 s ac: 36 saat aclik uygulamasi

36 s ac-SB: 36 saat aclik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

36 s ac-VG: 36 saat aglik + vagotomi uygulamasi

36 s a¢c-VG-SB: 36 saat aclik + vagotomi + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi
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Sekil 4.8. Preprooreksin Ekspresyonlari. A:Hipotalamus; B:Mide

Tok: Ac¢lik uygulanmayan

Kontrol: 18 saat aclik uygulamasi

SB: 18 saat aclik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

VG: 18 saat aclik + vagotomi uygulamasi

36 s ac: 36 saat aclik uygulamasi

36 s ac-SB: 36 saat aglik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

36 s ac-VG: 36 saat aglik + vagotomi uygulamasi

36 s ac-VG-SB: 36 saat aclik + vagotomi + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

55




4.5. Immunohistokimyasal Bulgular

Midenin fundus, korpus ve antrum bolgelerinden alinan doku kesitlerinde
yapilan immiinohistokimyasal gozlemler neticesinde oreksin-A immiinoreaktivitesi
sadece antral bolgede tespit edilmistir. Bu bolgede oreksin-A antikoru ile boyanan
hiicre sayist aghiga bagl olarak artis gostermistir (Sekil 4.11). 18 saat achk
uygulamasi Tok grubuna gore, 36 saatlik aghik uygulamasi Kontrol grubuna gore
oreksin-A immiinoreaktif hiicre sayisin1 anlamli derecede arttirmis (p<0.05),
vagotomi veya SB-334867 uygulamasi hiicre sayisinda degisiklige neden olmamistir
(Sekil 4.10).

35,00 -
Z’ 30,00
5
@ 25,00 -
@
S
= 20,00 -
=
E 15,00
<
= |
‘R 10,00 17,65
3
= 5,00
° ﬁ

0,00 -
Kontrol 36sac 36's ac-SB 36s ac-VG 36s ac-VG-SB

Sekil 4.9. Mide Dokusunda Oreksin-A Antikoru ile Immunopozitif Boyanan Hiicre Sayilari.

® p<0.05 Tok grubundan fark; * p<0.05 Kontrol grubundan fark; $ p<0.05 SB grubundan
fark; ¢ p<0.05 VG grubundan fark. (Her grup igin n=5).

Tok: Ac¢lik uygulanmayan

Kontrol: 18 saat aclik uygulamasi

SB: 18 saat aclik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

VG: 18 saat aclik + vagotomi uygulamasi

36 s ac: 36 saat aclik uygulamasi

36 s ac-SB: 36 saat aclik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

36 s ac-VG: 36 saat aglik + vagotomi uygulamasi

36 s a¢c-VG-SB: 36 saat aclik + vagotomi + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi
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1b ==l 2. Kontrol

8. 36 s ag-VG-SB 8a
Sekil 4.10. Mide Antrum Dokusunda Oreksin-A Immunoboyanmasi.

Tek ok: Noroendokrin hiicreleri, Cift ok: Myenterik pleksus hiicreleri, Ep: Epitel hiicreleri
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1: Tok, 40x, skala bar =75 pm; 1a:Negatif kontrol, 40x, skala bar=75um:;
1b: Myenterik pleksus, 20x, skala bar= 150pum

LI BA W

: Kontrol, 40x, skala bar=75um; 2a:Myenterik pleksus, 40x, skala bar=75um
: SB, 40x, skala bar=75um; 3a:Myenterik pleksus, 40x, skala bar=75um

: VG, 40x, skala bar=75um; 4a: Myenterik pleksus, 40x, skala bar=75um

: 36 s ag, 40x, skala bar=75um; 5a: Myenterik pleksus, 40x, skala bar=75um
: 36 s a¢c-SB, 40x, skala bar=75um; 6a: Myenterik pleksus, 40x, skala bar=75um

: 36 s a¢c-VG, 40x, skala bar=75um; 7a: Myenterik pleksus, 40x, skala bar=75um

: 36 s ac-VG-SB, 40x, skala bar=75um; 8a: Myenterik pleksus, 40x, skala bar=75um

Cizelge 4.1. Mide Dokusunda Oreksin-A Antikoru ile Pozitif Boyanan Hiicrelerin immiinoboyanma

Yogunluklarinin Semikantitatif Dagilimlari

Hiicre tipi Tok Kontrol SB VG 36sac 365;19 3%5(}39 37(235-;1%
Epitel 0 + (+) (+) +) + (+) (+)
Bez +) ++ ++ + ++ ++ + ++
Noroendokrin ++ 4+ 4+ ++ 4+ ++ o+ ++
Myenterik pleksus +) + ++ - ++ — ++ +++

0: Negatif; (+): Zayif pozitif ; +: Pozitif; ++: Yogun pozitif; +++: Cok yogun pozitif

Tok: Aclik uygulanmayan
Kontrol: 18 saat aclik uygulamasi
SB: 18 saat aclik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi

VG: 18 saat aclik + vagotomi uygulamasi

36 s ac: 36 saat aclik uygulamasi

36 s ac-SB: 36 saat aclik + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi
36 s ac-VG: 36 saat aglik + vagotomi uygulamasi

36 s a¢c-VG-SB: 36 saat aclik + vagotomi + OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi
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TARTISMA

Aclik ile sentezi artan oreksin-A peptidinin mide motilitesine etkisini
inceledigimiz calismamizda, 36 saat siireyle a¢ birakilan sicanlarda plazma oreksin-
A seviyesi, hipotalamus ve midedeki preprooreksin proteininin miktar: ile midedeki
oreksinerjik immiinoreaktivite gosteren hiicre sayis1 onemli derece artmistir. Diizeyi
artan endojen oreksin-A mide bosalma hizini arttirmis, MMC dongiisiiniin siiresini
uzatmustir. Oreksin-A’nin MMC’deki birinci ve ikinci fazlarin siirelerini uzattigi,
ticlincii faz siiresini ise degistirmedigi gézlenmistir. Oreksin-A’nin mide bosalimi ve
MMC iizerine olan etkilerinin, OX1R’nin selektif antagonisti olan SB-334867 nin
uygulanmas1 ile ortadan kaldirilmasi, sz konusu etkilerin OX1R araciligi ile
gerceklestigini gostermekte olup, bilateral subdiyafragmatik vagotomi oreksin-A’nin
bu etkilerini degistirmemistir.

Yapilan caligmalarda, oreksin-A’nm mide bosalma hizina etkisinin insanda
ve kemirgende farkli oldugu bulunmustur. intraserebroventrikiiler yolla uygulanan
oreksin-A’nin, sicanlarda besin alimin1 ve mide bosalma hizin1 arttirdig:
gosterilmistir [10, 25]. Ehrstrom ve arkadaslari sicanlarda endojen oreksin-A’nin
mide bosalimmi hizlandirdigint [11], insanlarda ise intravendz yolla uygulanan
oreksin-A’nin mide bosalma hizin1 istah iizerine etki etmeden yavaslattigimi
gostermislerdir [36].

Midenin proksimal ve distal bolgelerinin farkli fizyolojik fonksiyonlar:
oldugu, proksimal midenin gevseyerek depo, distal midenin ise kasilarak ogiitiicti
gorev uistlendigi bilinmektedir [18, 10]. Merkezi yolla uygulanan oreksin-A’nin mide
bosalma hizini arttirirken, midenin proksimalinde gevseme distalinde ise kasilmaya
yol actig1 gosterilmistir [10, 94]. Ote yandan Baccari ve Calamai, fare midesinden
elde ettikleri fundus striplerinde SB-334867 ve L-NNA ile ortadan kalkan oreksin-
A’ya bagli gevseme cevabr gozlerken, antral striplerde ise gerek spontan, gerekse
elektriksel uyar1 ise olusturulan kasilmalarm oreksin-A’dan etkilenmedigini
gostermislerdir [208]. Bu bulgulara paralel olarak, endojen oreksin-A nimn fare ince
bagirsaginda non-adrenerjik, non-kolinerjik inhibitor etkisi oldugu ve bu etkinin L-
NOARG ile tamamen ortadan kaldirildig: bildirmistir [92].

NO’nun mide bosaliminda diizenleyici rolii oldugu, mide bosalimini pilor
sifinkterini ve duodenal tonusu inhibe ederek kolaylastirdigi bilinmektedir [199, 209,
210]. NOS inhibisyonunun mide bosalimin1 geciktirdigi, insanda [211] ve sicanda
[212] gosterilmistir. Deneylerimiz sonucunda endojen oreksin-A’nin mide bosalimini
arttirict etkisinin, antral kontraktiliteyi arttirmaktan ¢ok pilorik sfinkter ve duodenal
tonusun NO aracili inhibisyonu sonucunda olabilecegi diisiiniilmiistiir. Myenterik
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pleksustaki oreksin-A iceren sinir liflerinin noronal nitrik oksit sentaz (nNOS)
immiinoreaktivitesi gosteren hiicrelerle yakin yerlesim gostermesi, ayrica bazi
oreksin-A immiinoreaktivitesi gosteren noronlarda nNOS aktivitesinin de saptanmasi
[11, 17], endojen oreksin-A’nin mide motilitesi iizerine etkilerine NO’nun aracilik
ettigini ileri siiren ¢aligmalar1 desteklemektedir.

Calismamizda oreksin-A’nin mide bosalma hizini arttirici etkisinin 10 mg/kg
1.v. dozda uyguladigimiz SB-334867 ile ortadan kalkmasi ve kontrol degerlerinin de
altma inmesi bu etkinin OX1R aracilig1 ile gergeklestigini ortaya koymaktadir. SB-
334867 nin mide bosalimini kontrol degerlerinin altina indirmesi bazal kosullarda
salgilanan endojen oreksin-A’nin etkinligini akla getirmektedir. Sistemik uygulama
sonrasinda yarilanma siiresi 4 saat olarak bildirilen [213] SB334867 nin, kan-beyin
bariyerini etkin bicimde gectigi gosterilmistir [214]. SB-334867’nin c¢alismamizda
kullandigimiz periferal dozunun (10 mg/kg i.v.) sicanlarda oreksin-A’nin MMC
aktivitesi ve mide asit sekresyonu iizerine olan etkilerini ortadan kaldirdigi
gosterilmistir [11, 17].

Merkezi sinir sistemine uygulanan oreksin-A’nin si¢canlarda mide motilitesini
ve asit sekresyonunu N. Vagus araciligi ile uyardigi gosterilmis olup [9, 96], Kobashi
ve arkadaslar1 ise sicanlarda yapilan bir caligmada vagotomi ile, santral oreksin-A
uygulamasma bagli olarak distal midede meydana gelen kasilmalarin ortadan
kalktigini, proksimal midedeki gevseme cevabinin ise azalan oranda devam ettigini
bildirmislerdir [94]. Oreksin-A’nin istah ve besin alimini uyarici etkisi goz Oniine
alindiginda depo gorevi iistlenen proksimal midenin genislemesini saglayarak mideyi
daha fazla besin alimina adapte etmesi s6z konusu olabilir.

Calismamizda oreksin-A’nin N.vagus aracili merkezi etkilerini ortadan
kaldirmak i¢in uyguladigimiz bilateral subdiyafragmatik vagotominin cerrahi
basarisin1 gostermek amaciyla mide asit sekresyonu Ol¢iimii yapilmis ve asit
sekresyonunun vagotomiye bagli olarak belirgin sekilde azaldigir gosterilmistir.
Sicanda mide bosalma hizinin vagotomi islemi ile inhibe oldugunu gosteren
bulgular1 [174] destekler nitelikte, calismamizda da vagotomi grubundaki mide
bosalma hiz1 kontrol grubuna gore dnemli derecede diisiik bulunmustur. 36 saat ac
birakilarak oreksin-A artis1 saglanan 36 s a¢c-VG grubunda ise vagotominin mide
bosalma hizina bir etkisi goriilmemistir. Benzer sekilde, Ehrstrom ve arkadaslar1 da
intravendz olarak verilen oreksin-A’nin bagirsaktaki aghik motilitesine etkisi iizerine
vagotominin bir etkisini gormemislerdir [17]. Vagotomi islemi kontrol grubunda
mide bosalimini inhibe etmis, ancak 36 saatlik aclik neticesinde artan oreksin-A’nin
mide bosalimin arttiric1 etkisini degistirmemistir. Elde ettigimiz bulgular uzun siireli
aclikla artan endojen oreksin-A’nin mide bosalimi tizerine merkezi etkisinden ziyade
parakrin  etkisine  bagli  mekanizmalar aracihigit ile  gergeklestirdigini
diisiindiirmektedir. Vagotomi islemi 36 saat a¢ birakilan sicanlara uygulanan SB-
334867°nin mide bosalma hiz1 iizerine yavaslatici etkisini arttirmis ve 36 s ac-SB
grubuna gore Onemli Olgiide diisiise neden olmustur. Vagotominin bilinen
mekanizmalarla aciklanamayan bu etkisi ile ilgili yeni c¢aliymalara ihtiyag
duyulmaktadir.
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MMC aclik durumunda ortaya ¢ikan, midenin antral bolgesi ve duodenumdan
baslayarak ileri dogru yayilan fazik kasilmalar ile karakterize bir fizyolojik
aktivitedir. Insan, kemirgen, kopek, domuz ve tavsan gibi farkl tiirlerde gosterilen bu
aktivite sindirim kanalindaki artiklarin siipiiriilmesi ile bir sonraki 6giine hazirlik
amacim tasir. [12, 15, 131]. MMC’deki Faz-III kasilmalarinin diizensizlesmesi veya
ortadan kalkmas1 mide iceriginin midede daha uzun siire kalmasina, asir1 bakteriyel
tiremeye ve dispeptik semptomlarin ortaya ¢ikmasina neden olur [140].

MMC’nin baslangicinda ve ilerletilmesinde myenterik pleksus Onemli rol
almaktadir [117, 147]. Preprooreksin, oreksin-A ve oreksin-B proteinleri ESS’de
gosterilmis olup, PCR calismalarinda ise preprooreksin ve oreksin reseptor
mRNA’larinin varligi myenterik pleksusta saptanmistir [3, 7].

MMC dongiisiiniin  aclikta ortaya cikan bir aktivite olmasi nedeniyle
calismamizin bu parametresinde tok grup yer almamustir. 18 saatlik achk
uyguladigimiz kontrol grubunda tespit ettigimiz MMC dongiisiiniin siiresi, sicanlarda
MMC dongiisiiniin siiresini 12-16 dakika olarak bildiren caliymalarla pararellik
gostermektedir [14, 16, 17, 140, 215]. Calismamizda 36 saatlik aclik ile artan
oreksin-A’nin, MMC siiresinin uzamasina neden oldugu tespit edilmistir. MMC
stiresindeki artisin faz-III’den bagimsiz olarak faz-I ve faz-II siirelerindeki artisa
bagl oldugu saptanmistir. S6z konusu inhibisyonun selektif OX1R antagonisti SB-
334867 uygulamasi ile ortadan kaldirilmasi oreksin-A’nin bu etkisini OX1R araciligi
ile gerceklestirdigini ortaya koymaktadir.

NO’nun mide bosalimini hizlandirici, MMC aktivitesini inhibe edici etkilerini
ve myenterik pleksustaki nNOS ve oreksin-A baglantistm g6z Oniinde
bulundurdugumuzda, oreksin-A’nin mide motilitesi lizerine net etkisinin uyarici
nitelikte olmayip, nitrerjik yolak araciligi ile inhibisyon yOniinde olmasi
diisiiniilebilir. NO molekiiliiniin MMC’de diizenleyici olarak rol aldigi bilinmekte
olup, tavuk ve sicanda NO donorii olan sodyumnitroprusit (SNP) uygulamas: ile ag
hayvanlarda MMC dongiisiiniin inhibe oldugu, NOS inhibitorii L-NNA uygulamasi
ile tok hayvanlarda faz-III benzeri kasilmalarin olustugu gosterilmistir [216].
Oreksin-A’nin MMC iizerine olan inhibitor etkisinin NO aracili1 ile olabilecegini
one siiren calismalar mevcuttur [17]. Bunun yani swra vazoaktif intestinal peptid
(VIP)’in, gerek direkt olarak gerekse NO’nun MMC iizerine olan inhibitor etkisine
aracilik ederek MMC’yi inhibe ettigi gosterilmistir [217, 218, 219]. Myenterik ve
submukozal pleksuslarda oreksinerjik sinir lifleri VIP icermekte iken bu bdlgedeki
VIP-erjik néronlarin da oreksin-A eksprese ettigi gdz oniine alinirsa [3, 17], oreksin-
A’nin MMC dongiisii tizerine olan inhibitor etkisinde NO ve VIP’in rol alabilecegi
diistiniilebilir.

18 ve 36 saat acligmm yami swra SB-334867 uygulanan deneklerde MMC
dongiisiiniin uzunlugu kontrol degerlerinin de altinda bulunmustur. SB-334867 ile
saglanan bu Onemli diisiis bazal kosullarda salgilanan oreksin-A’nin etkisini
diistindiirmektedir.

MMC’nin olusumunda ve siirdiiriilmesinde N.vagus’un katkis1 smirhdir.
N.vagus’un kopekte ve koyunda MMC’nin olusumundan ziyade, beslenmeye bagl
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sonlanmasinda etkili oldugu, vagotominin mideden ve duodenumdan kodken alan
MMC dongiisiiniin olusumunu engellemedigi, ancak dongii siiresini uzattig1 ve faz-
III kasilmalarini inhibe ettigi gosterilmistir [148].

Calismamizda vagotomi islemi MMC dongiisiiniin  oreksin-A aracili
inhibisyonunu degistirmezken, 18 saat aclik uygulanan hayvanlarda ise dongii
siiresinin artmasmna neden olmustur. Bulgularimiza paralel olarak bilateral
subdiyafragmatik vagotominin MMC dongiisiinii kontrol hayvanlarinda uzattig:
bilinmektedir [148]. Calismamizda 36 saat siireli aclikla mide dokusunda ise
preprooreksin ekspresyonu ve myenterik pleksustaki oreksinerjik hiicre sayisinda
artiy  saptanmustir.  Myenterik  pleksusun  MMC’nin  baslangicinda  ve
ilerletilmesindeki rolii g6z Oniinde bulundurularak, artan oreksinerjik aktivitenin
MMC dongiisii iizerine N.vagus’tan bagimsiz olarak noral ve parakrin mekanizmalar
araciligi ile etki gosterdigi diistiniilmiistiir.

Calismamizda ekzojen oreksin-A uygulamasi yerine aclik ile endojen
oreksin-A sentezinin arttirilmast amacglanmistir. Agliga bagli plazma oreksin-A
konsantrasyonundaki artis siganda [23] ve insanda [22] gosterilmis olup, Ehrstrom ve
arkadaslar1 sicanlarda 18 saat aclik ile saglanan plazma oreksin-A artiginin
beslenmeyle birlikte baskilandigini saptamuslardir [11]. Deneklerimizde oreksin-A
diizeyini artirmak icin uygulanacak aclik siiresinin belirlenmesi amaciyla bir 6n
calisma yapilmustir. En fazla artig 36 saatlik achk uygulamasinda saptanmus,
meydana gelen bu artis 48 ve 72 saatlik uygulamalarda tok grup seviyesine diisiis
gostermistir. Bu bulgumuza paralel olarak Kappeler ve arkadaslar1 72 saatlik achigin
Wistar sicanlarda hipotalamik oreksin-A seviyesini degistirmezken preprooreksin
ekspresyonunu baskiladigini, Park ve arkadaslar1 ise sican hipotalamus
noronlarindaki oreksinerjik aktivitenin aclhigin 84. saatinden itibaren azaldigini tespit
etmislerdir [99, 202]. Ayrica, Mondal ve arkadaslar1 48 saatlik achigin sicanda LHA
disinda kalan beyin boliimlerindeki oreksin-A ve oreksin-B seviyelerini azalttigini
gostermislerdir [21]. Ote yandan Komaki ve arkadagslar1 insanlarda 72 saat achk
uygulamasi ile plazma oreksin-A seviyesinde Onemli artis saptamiglardir [22].
Literatiirde ve bizim calismamizda aglik siiresine bagh olarak plazma oreksin-A
diizeyindeki degisime ait farkli sonug¢lar bulunmasi, aglik siiresinin tiirlere gore farkl
mekanizmalarla oreksin-A sentezi iizerine etki gosterdigini diisiindiirmektedir.

Merkezi sinir sisteminde oreksin iireten noronlarin en yogun olarak yerlesim
gosterdigi, istah merkezi olarak da adlandirilan LHA istah, besin tiiketimi ve agirlik
kazanci kontroliiniin yapildig1 bolgedir. LHA, hipotalamusun enerji homeostazisi ile
ilgili diger bolgelerinden ve NTS den gelen uyarilar: alir. NTS sindirim sisteminden
gelen beslenme ile ilgili vagal aferent sinyalleri hipotalamusa iletmekte olup, ayni
zamanda oreksinerjik sinir liflerini yogun olarak barindirmaktadir [38, 98]. LHA,
glukoza duyarl 6zellesmis noronlarm bulundugu bir alandir. Bu néronlar plazma
glukoz konsantrasyonlarmndaki azalma ile uyarilirken, bagirsakta besin bulunmasi,
mide distansiyonu ve portal dolasimdaki glukoz konsantrasyonunun artig1 gibi
beslenme sinyalleri ile inhibe olurlar [98, 23]. Glukoza duyarli noronlar hipotalamus
disinda NTS’da ve ESS’de de gosterilmistir [203, 204]. Yapilan ilk calismalarda
hipoglisemi ile hipotalamik preprooreksin mRNA ekspresyonunun artisindan yola
cikilarak, oreksinerjik noronlarin glukoza duyarhh noronlara karsilik geldikleri ileri
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stiriilse de, daha sonra glukoza duyarli noronlarin oreksin icermedikleri ortaya
cikmistir. Oreksinlerin aglik durumunda glukoza duyarli noronlar1 uyararak
modiilator etki gosterdigi diisiiniilmektedir [23, 205]. Bu iki noron toplulugu
morfolojik agidan yakin iliski igerisinde olup govdeleri ve uzantilar1 birbirini
cevrelemektedir. Bu yakinlik iki noron tipinin birbirlerini uyarmasini saglar. Cai ve
arkadaslari, 6 saat siireyle uygulanan akut hipoglisemi ile sagladiklar1 hipotalamik
preprooreksin ekspresyonundaki artismn, 6 giin siireyle uyguladiklar1 kronik
hipoglisemi modeli ile ortadan kalktigini, benzer durumun akut ve kronik besin
kisitlamasi caligmalarinda da gozlendigini bildirmislerdir [98].

Deneysel aglik uygulamasi enerji homeostazisinin diizenlenmesi ile ilgili
incelemelerde en ¢ok uygulanan modeldir. Sican dahil pek cok tiirde aclik 3 faza
ayrilmaktadir. {lk 24 saati kapsayan birinci faz adaptasyon fazi olup bu donemde
istah peptidlerinin asir1 ekspresyonu ve tokluk peptidlerinin down-regiilasyonu
gozlenmektedir. Ikinci ve iigiincii fazlarda organizma hipoglisemik kosullara cevaben
enerji ihtiyacini farkli kaynaklardan saglama yoniinde hareket eder. A¢higin 48.-96.
saatler arasindaki ikinci ve 120. saatten itibaren baslayan iigiincii fazlarinda ise
organizma enerjisini sirastyla lipidlerin ve proteinlerin oksidasyonu ile saglamaktadir
[202]. Kronik besin yetersizligi durumlarinda merkezi sinir sistemi metabolizmasi
noronlarin keton cisimciklerinin kullantmi yOniinde bir adaptasyonuna neden
olmaktadir. Sicanlarda uygulanan uzun siireli aclik ile olusturulan ketonemi
tablosunda 3-hidroksi biitirat molekiiliiniin kan-beyin bariyerini iki kat daha hizli kat
ettigi gosterilmistir. [206]. Keton cisimciklerinin bazi glukoza duyarli noronlari
inhibe ettikleri bildirilmistir [98]. Bu durum glukoza duyarli néronlarin dolayisiyla
yakin iligki igerisindeki oreksinerjik ndronlarin da inhibisyonu anlamina gelebilir.

Stres sirasinda hipotalamustaki PVN’den sentezlenen CRF hormonu CRF-R1
reseptoril araciligr ile HPA’y1 aktive eder. Hipofiz bezindeki kortikotrofik hiicreler,
CREF tarafindan uyarilmalari sonucu ACTH hormonunu, ACTH hormonu da adrenal
bezlerden glukokortikoidlerin serbestlenmesini saglar [82]. Aclik fizyolojik ve
psikolojik bir stres faktorii olup, aglikla birlikte HPA’nin aktivasyonuna bagl olarak
plazma kortizol konsantrasyonunun arttigi [22], ayrica santral yolla uygulanan
oreksin-A’nin da HPA’y1 uyardig1 gosterilmistir [85, 86]. Aclik durumunda erken
donemde artan plazma oreksin-A konsantrasyonunun da HPA’nm aktivasyonuna
katkida bulunuyor olmasi miimkiin goziikkmektedir [22]. Winsky-Sommerer ve
arkadaslar1 bu hipotezden yola ¢ikarak yaptiklari calismada hipotalamustaki CRF IR
sinir uglarmin LHA’da bulunan oreksinerjik sinir lifleri ile direkt temas halinde
bulundugunu, bazi oreksinerjik sinirlerin CRF-R1 ve CRF-R2 reseptorlerini eksprese
ettigini ve hipotamustan izole edilen oreksinerjik noronlardaki membran
potansiyellerinin CRF uygulamasi ile depolarize oldugunu ortaya koymuslardir.
Arastiricilar aynm1 ¢calismada CRF-R1 den yoksun farelerdeki oreksinerjik ndronlarin
akut strese cevaben uyarilma o6zelliklerinin ortadan kalktigini1 vurgulamiglardir [82].
Kronik deneysel hipoglisemi kosullarinda kan-beyin bariyerinde bulunan glukoz
transporter-1 (GLUT-1) glukoz tasiyici protein ve mRNA diizeylerinin arttig1
bildirilmistir [207]. Calismamizda acglik siiresi, orexin-A ve plazma glukoz
konsantrasyonlarinin iligkisi incelenmemistir. Ancak, kortizole bagh olarak uyarilan
glukoneogenezis sonucu plazma glukoz konsantrasyonun artist ve kan-beyin
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bariyerinde meydana gelen bu degisimler nedeniyle glukoza duyarli néronlarin ve
buna bagli olarak oreksinerjik néronlarin inhibe olabilecegi diistiniilmiistiir.

Calismamizda 36 saat aghk ile sagladiZimiz plazma oreksin-A
konsantrasyonu iizerine SB-334867 uygulamasinin azaltic1 etkisi oldugu, en fazla
azalmanin vagotomi uygulamasi ile birlikte SB-334867 nin verildigi 36 s a¢-VG-SB
grubunda gerceklestigi saptanmistir. SB-334867 maddesi mekanizmasi bilinmemekle
birlikte, plazma oreksin-A seviyesi lizerine bir cesit negatif geri beslemenin
olusumuna neden olmakta, vagal desarjlarm ortadan kaldirilmasi, gdzlenen negatif
geri beslemeyi giiclendirmektedir.

Mide bosalma hizinin ve aglik motor paterninin incelendigi ¢alismalarda 18-
24 saat aclik standart bir uygulama olup yaygin olarak kullanilmaktadir. Oreksinlerin
ve reseptOrlerinin sindirim sistemindeki varligt ve achkla ekspresyonlarinin
uyarildig: diisiiniildiigiinde ¢alismalarda elde edilen verilerde oreksin-A’ya ait etkiler
de g6z Oniinde bulundurulmalidir.

Western blot ile protein ekspresyonunu gosterdigimiz calismamizda pozitif
kontrol amaciyla yiiklemesi yapilan ticari oreksin-A Orneklerinde pozitif bantlar elde
edilirken, hipotalamus ve mide dokularindan hazirlanan Orneklerde oOlciilebilir
miktarda oreksin-A proteini bulunamamistir. Hem hipotalamus hem de mide
orneklerinde yaklasik 19 kDa agirliginda, aghik siiresiyle miktar1 artan bir protein
elde edilmigstir. Elde edilen protein molekiiler agirlik bakimindan sigan preprooreksin
proteinine uymaktadir. Oreksin-A ve oreksin-B’nin ortak Onciill formu olan
preprooreksin kemirgende 131 amino asitten meydana gelir [2,3]. Preprooreksin
proteinin molekiiler agirligi insanda 15 kDa [43, 59], balikta 16,2 kDa [220],
kurbagada 15 ve 17 KDa [221], sicanda ise yaklasik 19 kDa [28, 222] olarak tespit
edilmistir. Caliymamizda oreksin-A’ya 0Ozgii bir antikor kullanilmig olmasima
ragmen, bu antikorun preprooreksin’e de duyarli oldugu ticari firma tarafindan
belirtilmistir. Preprooreksin miktarmin orexin-A miktar1 i¢in gosterge olabilecegi
diisiiniilerek western blot ile preprooreksin ekspresyonuna bakilmistir. Elde ettigimiz
sonuglara gore mide ve hipotalamus dokularinda preprooreksin protein miktar: 18
saat aclhik uygulanan tiim gruplarda tok gruba gore; 36 saatlik aclik uygulanan
gruplarda da 18 saat aglik uygulanan gruplara goére Onemli Olgiide artig tespit
edilmistir. Bircok farkli tiirde achigin preproreksin mRNA diizeylerini arttirdigi
bilinmekte olup, bizim bulgularimiz ile de desteklenmistir [21, 25, 57, 66, 99, 223,
224].

Periferal uygulanan OX1R antagonisti SB-334867, 36 saat aclik ile artan
plazma oreksin-A seviyesinde inhibisyona neden olurken preprooreksin
ekspresyonuna herhangi bir etki gostermemistir. SB-334867 nin buradaki inhibitor
etkisinin preprooreksin molekiiliinden oreksin-A olusumunu saglayan proteolitik
boliinme reaksiyonu iizerine olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Oreksin-A  immiinoreaktivitesi sigan duodenumunda, myenterik ve
submukozal pleksustaki liflerde, uzunlamasina ve dairesel seyreden diiz kas
tabakalarimin arasmnda yer alan sinir liflerinde, mukozada yer alan ince sinir
liflerinde, mukozal kriptlerde yer alan endokrin hiicrelerde ve bagirsak viluslarindaki
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epitel hiicrelerinde gosterilirken [16,17], insanda midenin antrum bdlgesindeki
mukozal sinir liflerinde, dairesel diiz kas liflerindeki sinir liflerinde, antral endokrin
hiicrelerde, duodenumdaki myenterik ve submukozal pleksus noronlarinda, dairesel
diiz kasta, enteroendokrin ve mukozal epitel hiicrelerinde, kolondaki endokrin
hiicrelerde [36] gosterilmistir. Mide dokusunda oreksin-A’ya spesifik antikorun
kullanilarak yapildigr immiinohistokimyasal ¢alismada midenin fundus ve korpus
bolgelerinde oreksinerjik aktiviteye rastlanmamis, antral bdlgede oreksin
immiinoreaktivitesi saptanmistir. Oreksinerjik aktivitenin, uygulanan aglik siiresiyle
dogru orantili olarak arttif1 gosterilmis, ayni siirede aglik olusturulan gruplar
arasinda istatistiksel agidan fark saptanmamustir. 18 ve 36 saat achk uygulanan
gruplarin mide epitel hiicrelerinde zayif oreksinerjik aktivite saptanmustir.
Oreksinerjik aktivite gosteren hiicrelerin agirhikli olarak myenterik pleksus ve
noroendokrin hiicrelerde goriilmesi literatiirle uyumludur [3, 7, 16, 17, 36].

Calismamizda, 36 saate kadar aclik siiresiyle dogru orantili olarak, oreksin-
A’nin merkezi sinir sistemi disinda periferde de sentezinin artti§i gosterilmistir.
Endojen oreksin-A’nin mide motilitesine OXI1R aracilig1 ile etki ederek mide
bosalimmi arttirrken, MMC siiresinin uzamasima neden oldugu ve oreksin-A’nin
mide motilitesine etkisinde N.vagus’un rol oynamadigi tespit edilmistir.
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SONUCLAR

36 saat acglik ile indiiklenen endojen oreksin-A mide bosalimini arttirmistir.
OXI1R antagonisti SB-334867 uygulamasi bu artis1 ortadan kaldirmis,
vagotominin herhangi bir etkisi gdzlenmemistir. Bulgular oreksin-A’nin mide
bosalimini hizlandiric1 etkisinin OX1R aracilig1 ile oldugunu ve bu etkide
N.vagus’un rol oynamadigini gostermistir.

36 saat acglik ile indiiklenen endojen oreksin-A MMC dongiisiiniin siiresini
faz-11I siiresini etkilemeden uzatmustir. OXIR antagonisti SB-334867
uygulamasi: bu artis1 ortadan kaldirmis, vagotominin herhangi bir etkisi
gozlenmemistir. Elde edilen bulgular, oreksin-A’min MMC dongiisiiniin
siresini uzatict etkisinin OXI1R araciligi ile oldugunu ve bu etkide
N.vagus’un rol oynamadigini gostermistir.

. Elde ettigimiz bulgular, 36 saate kadar aglik siiresi ile dogru orantili olarak
oreksin-A’nin merkezi sinir sistemi diginda, periferde de sentezinin arttigini
gostermistir. 36 saat aclik uygulamasi plazma oreksin-A seviyesini, mide ve
hipotalamustaki preprooreksin ekspresyonunu ve mide dokusundaki oreksin
immiinoreaktivitesi gdsteren hiicre sayisin1 onemli dlciide arttirmigtir.

OXI1R antagonisti olan SB-334867 uygulamasi1 36 saat aclik ile uyarilan
plazma oreksin-A seviyesi iizerine inhibitor etki gosterirken, preprooreksin
ekspresyonu ve oreksinerjik immiinoreaktivite gosteren hiicre sayisini
etkilememistir. Vagotomi uygulamasi SB-334867’nin plazma oreksin-A
diizeyi lizerine olan inhibitor etkisini arttirmustir.
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Background. Orexins are involved in the regulation of
sleeping behavior and energy homeostasis, and they are
also implicated in the regulation of gastrointestinal
functions. Previous reports have demonstrated the
expression of orexin receptors in the gastrointestinal
system. The aim of this study was to investigate the
gastroprotective effect of orexin-A in ischemia—
reperfusion-induced gastric mucosal injury. Merhods.
The gastric ischemia-reperfusion model was established
by clamping the celiac artery for 30min and reperfusing
for 60min. Orexin-A was administered in doses of
300 pmol-kg™min™ by infusion throughout the isch-
emia-reperfusion period. The mean lesion area, gastric
prostaglandin E, and mucus content, myeloperoxidase
activity, and production of thiobarbituric acid reactive
substances were measured. Resulfs. Orexin-A signifi-
cantly attenuated the ischemia-reperfusion-induced
gastric lesions and also decreased myeloperoxidase
activity and the thiobarbituric acid reactive substances
content in gastric mucosa ol rats exposed to ischemia—
reperfusion. However, the decline in gastric prostaglan-
din E; and mucus content was not restored by orexin-A
treatment. Conclusions. Orexin-A exhibited a gastro-
protective effect against ischemia-reperfusion-induced
lesions by decreasing neutrophil activation and lipid
peroxidation.

Key words: orexin-A, ischemia—reperfusion, mucus,
myeloperoxidase. prostaglandin E,

Introduction

Orexins/hypocretins are novel neuropeptides that are
localized inneurons in the lateral hypothalamus. Orexins
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may be implicated in a wide variety of physiological
functions such as feeding behavior, behavioral activity.
sleep/awake. energy balance, and the neuroendocrino-
logical response.’ The orexin family consists ol orexin-A
and orexin-B. whose receptors are OX1R and OX2ZR.
Both receptors belong to the G-coupled receptor
superfamily, which is proposed to have a seven-
transmembrane topology. According to in vitro studies.
OX1R is selective for orexin-A and OX2R is nonselec-
tive for orexin-A and orexin-B."” Besides the brain,
orexin peptides and receptors are found in the myen-
teric and submucosal plexuses in the enteric nervous
system. enteric endocrine cells, pancreatic islets.” testis,
ovary,kidney, lung, thyroid gland, adrenal gland,” spleen,
and liver® in a number of species, including guinea pig,
rat. mouse, and human.

Naslund et al.* concluded that exogenous orexin-A
increased the length of the myoelectric motor complex
in rat duodenum, whereas Satoh et al.” established that
exogenous orexin-A induced transient contractions in
mouse small intestine segments. This peptide has also
been shown to enhance gastric motility and gastric
secretion.®

The gastric mucosa has an innate ability to defend
against noxious stimuli. Indeed. exposure of the stomach
to harmful stimuli or irritating agents that damage the
surface epithelium rarely causes macroscopically visible
lesions because of self-defense mechanisms, including
an increase ol mucosal blood flow and mucus secretion
and a decrease of acid secretion."” " These responses of
the damaged stomach are mediated by protective medi-
ators such as prostaglandins, especially prostaglandin E,
(PGE,), in addition to nitric oxide and sensory peptides.
The mediators contribute to the prevention of further
injury and accelerate repair of injured tissue." ™

Acute gastric mucosal lesions are [requently observed
in clinical situations, such as gastric ischemia—
reperfusion (IR) injury caused by stress conditions or
ischemic gastrointestinal disease. IR is known to induce
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gastric lesions as a result of excessive formation of
reactive oxygen metabolites, neutrophil activation, and
microvascular dysfunction.*'* Previous studies have
reported that ischemia weakens the gastric mucosal
barrier and increases acid back-diffusion, predisposing,
the gastric mucosa to damage."” After reperfusion, reac-
tive oxygen species form, especially from the xanthine-
xanthine oxidase system and activated neutrophils.
leading to tissue lipid peroxidation, which in combina-
tion with gastric acid. causes cellular death and mucosal
injury.'**?

Dohi et al.® established that orexin-A levels were
lower in cerebrospinal fluid of subarachnoid hemor-
rhage patients. On the other hand, Trving et al? sug-
gested that cerebral arterial occlusion causes a significant
increment in OX1R expression in rats. These findings
may suggest an involvement of orexin-A in the response
Lo ischemic conditions.

It is not clear whether orexin-A plays a role in
ischemic conditions. However, the role of orexin in the
gastric mucosal defense mechanism and gastroprotec-
tlion has not been investigated. The presence ol orexin-
A in gastrointestinal tract tissues suggests that orexin-A
might be involved in the gastric IR injury response. The
aim ol this experiment was to test the eflects of orexin-
A on rat gastric IR injury.

Methods

Animals

Forty-six adult female Wistar rats (170-220g) were fed
a standard laboratory chow and given tap water ad
libitum. Animals were randomly divided into four
groups: sham-operated, IR, IR+orexin-A, and sham-
operated+orexin-A. Each group was housed in wire
mesh cages at room temperature (22 + 1°C) and a 12/12-
h day/night cycle. The study protocol was approved
by the Akdeniz University Animal Care and Use
Committee.

Experimental protocol

Rats were fasted. with free access to water, for 18h
before the protocol. Animals were anesthetized with
urethane (lg/kg intraperitoneal) and cathelerized
through the “jugular vein™ [or drug infusion. Abdomens
were opened by a midline incision. and the celiac artery
was isolated from its adjacent tissues. The celiac artery
was clamped with a small nontraumatic vascular clamp
for 30 min to induce ischemia and then released to allow
reperfusion for 60 min. Infusion of orexin-A was started
at the same time as the ischemia induction and finished
at the end of the reperfusion period. Orexin-A (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) was dissolved in saline
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for a stock solution, and infusion solutions were
freshly prepared with saline every experiment day.
Orexin-A 500pmolkg “min ' was infused at a rate of
0.1 ml-kg "min™". Sham group animals were infused with
saline as the vehicle. After reperfusion, the rats were
killed and the stomach removed immediately.

Measurement of gastric mucosal injury

The stomachs were removed and opened by an incision
along the greater curvature and pinned onto a platform.
Lesion arcas were measured with a ruler under a
stereoscopic microscope (Zeiss Stemi SV 11, x20:
Oberkochen, Germany), and the total area of hemor-
rhagic erosions was calculated as the lesion index (mm?).
After measuring the lesion index, stomachs were divided
into four pieces along the greater curvature for mea-
surement of other parameters.

Measurement of gastric mucus content

Acidic mucopolysaccharides. an indicator of the gastric
mucosal barrier, were measured, based on the alcian
blue-binding capacity of the gastric mucosa. The alcian
blue-binding capacity of the gastric mucosa was mea-
sured by using the method of Corne et al.* Stomach
tissue was washed in ice-cold 0.25M sucrose solution
and weighed. Then. it was incubated for 2h in 10ml
0.1% alcian blue 8, dissolved in 0.16 M sucrose, buffered
with 0.05M sodium acetate, and the solution adjusted
to pH 5.8 with HCL. All stomach tissues were trans-
ferred to 10ml of 0.25M sucrose, and two successive
washes of 15 and 45min in 0.25M sucrose were carried
out. Therealter, the dye complexes with mucus were
eluted by immersion for 2h in aliquots of 0.5M MgCl,.
10ml/g of tissue, with occasional shaking: then, they
were removed and the magnesium chloride solution was
shaken briefly with 10ml diethyl ether. The optical
density of the aqueous layer was read at 605 nm. Results
were expressed as micrograms per gram ol wet weight
of tissue.

Determination of PGE,

The quantity of PGE, was measured by enzyme immu-
noassay (EIA). Tissues were homogenized in Tris-HCl
bufler (pH 7.5) with 0.02M EDTA and Smg/ml indo-
methacin. PGE;, collection and purification was accord-
ing to a modified protocol supplied with the PGE, EIA
system (Amersham Pharmacia Biotech. Piscataway, NJ,
USA). Briefly, 0.5ml of cold 1:4 water:ethanol solution
was added to 0.5 ml of tissue homogenate. A 10-1 volume
ol glacial acetic acid was added to each sample lollowed
by Smin of incubation at room temperature. Samples
were then centriluged at 2500 g for 2min. The superna-
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tants were then applied to C18 minicolumns (Amer-
sham Pharmacia Biotech), and the columns were washed
with distilled water and hexane. PGE, was eluted into
siliconized glass vials with two 0.75ml volumes of cthyl
acetate. This fraction was evaporated to dryness under
astream of argon and stored at —80°C. According to the
protocol provided with the EIA kit, samples were
brought up in 1ml of buffer and assayed in 96-well
plates. PGE, standards ranged from 50 to 6400pg/ml.
The relative concentration of PGE, was normalized
against the wet weight of the tissuc samples.

Determination of thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS)

Lipid peroxidation was measured by the method of
Stocks et al.”® The mucosa of the stomach was scraped
with a blunt knife and frozen on dry ice with a lissue
disruptor (STIR-R, model K43: TRI-R, Rockville
Center, NY, USA) driven at 1360g for 30s. Two milli-
liters of trichloroacetic acid (TCA) was added to ecach
tube containing 3ml sample and homogenized for 15s
by vortex. Tubes were centrifuged at 1800 g for 10min
(Labofuge 200; Heraeus, Hanau, Germany). Three mil-
liliters of the clear supernatant was added to the tubes,
as was 1 ml thiobarbituric acid (TBA), and the tubes
were kept in the boiling water for 15min. Cooled
samples were assayed by spectrophotometry at 532nm
(Shimadzu UV-1601). The reagent 1.1.3.3-tetracthoxy-
propane was used as a standard. The results were cal-
culated as nmol TBA per gram protein.

Measurement of gastric mveloperoxidase activity

Leukocyte infiltration in gastric mucosa was assessed by
determining gastric myeloperoxidase (MPO) activity by
using a modification of the method of Murakami et al.**
Briefly, the stomachs were weighed and suspended in
Sml of 50mM phosphate buffer (pH 6.0) containing 1%
hexadecyltrimethylammonium bromide. Samples were
then homogenized, and the homogenate was sonicated
and stored in a deep [reezer at =80°C until the assay.
The samples were centrifuged at 4500g for 30min at
4°C. Aliquots (0.1 ml) of supernatant to be measured
were then mixed with 0.55ml of a reaction buffer (50 mM
phosphate, pH 6.0, containing 0.0005% hydrogen per-
oxide, and 1.25mg/ml o-dianisidine dihydrochloride).
The change in absorbance at 460nm over a 6.5-min
period was measured in a spectrophotometer (Shimadzu
UV 1600, Kyoto, Japan). One unit (U) of MPO activity
was defined as the amount of enzyme causing a change
in absorbance of 0.001/min. Results are expressed as
Ulg protein.
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Protein assay

The total protein concentration of each tissue homoge-
nate was determined by using a dye reagent concen-
trated protein assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA).

Statistics

Data are presented as means + SD. Statistical analyses
were performed with SPSS software and the Kruskal
Wallis and Mann-Whitney U tests.

Results

Gastric lesion index

Figure 1 shows the total area of the erosions expressed
as a morphological index ol gastric injury. [R caused
erosions in the gastric mucosa. whereas the sham-oper-
ated group did not have any lesions. After IR, the gastric
mucosal injury index was 6.39 +2.73mm”. When orexin-
A was administered, the total area of mucosal erosions
decreased to 3.56 = 0.98 mm’. Orexin-A significantly (P
< 0.01) improved gastric mucosal integrity against IR.

Gastric mucus content

Figure 2 shows the alcian blue-binding capacity. which
indicates the acidic mucopolysaccharide content of the
gastric mucus. In the sham-operated group, the mucus
content was 109.61 £ 29.71 pg/e wet weight of tissue. In
the IR group, the mucus content of gastric mucosa was
significantly (P < 0.01) reduced to 29.12 + 13.56pg/g
tissue. Neither the IR+orexin (21.16 £ 10.83 pg/g tissue)
or the sham-operated+orexin (37.22 + 12.90 ng/g tissue)
groups differed significantly compared with the IR
group.
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Fig. 1. Gastric lesion index. Results are expressed as means
SD. #*P < 0.01 versus the sham-operated (SHAM) group.
##P < 0.01 versus the ischemia-reperfusion (/R) group
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Fig. 3. Gastric mucosal prostaglandin E, (PGE;) content.
Results are expressed as means * SD. *P < 0.05 versus the
Sham group

Gastric mucosal PG E, content

As seen in the Fig. 3, IR significantly (P < 0.05) reduced
the PGE, content from 985.30 + 197.14pM/g tissue o
704.26 + 180.96 pM/g tissue. PGE, production was not
significantly different in the IR+orexin (71836 =
180.07pM/g tissue) or sham-+orexin groups (763.70 £
190.11pM/g tissue) compared with in the IR group.

TBARS content of the gastric tissue

Thiobarbituric acid-reactive substances in the gastric
mucosa, an index of lipid peroxidation, increased sig-
nificantly (P < 0.05: Fig. 4) after IR injury from a basal
concentration of 252.89 +48.32 nmol/g protein to 325.38
+ 52.74nmol/g protein. Treatment with orexin-A
reduced TBARS production to 265.54 £50.51 compared
with IR rats (P < 0.05). In the sham+orexin-A group,
the TBARS content was 200.70 £ 35.60nmol/g protein.

MPO activity in gastric tissue

MPO activity in the gastric mucosa of sham-operated
rats was 1.16 = 0.44U/g protein, and this activity
increased slightly in the IR group (1.36 + 0.42U/g
protein): treatment with orexin-Asignificantly decreased
the MPO activity (0.77 £ 031 U/g protein (P < 0.05
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Fig. 4. Thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS)
content in gastric tissue. Results are expressed as means £ SD.
#P < 0.05 versus SHAM group. #P < 0.05 versus IR group
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Fig. 5. Gastric myeloperoxidase (MPQ) activity. Results are
e\plessud as means = SD. #P < 0.05 versus IR group

versus the IR group: Fig. 5). In the sham+orexin group.
activity was decreased compared with in the sham group,
but this effect was not statistically signilicant.

Discussion

This study demonstrates that exogenous orexin-A
administered by infusion exhibits a gastroprotective
effect against IR-induced gastric lesions and is accom-
panied by a decline in gastric mucosal MPO activity and
TBARS content. Exposure to [R caused a decrease in
the gastric PGE, and mucus contents, but these effects
were unchanged by orexin-A. These data suggest that
the orexin-A-induced protection against IR injury can
be explained, at least in part, by the suppressive effects
exhibited by this peptide on neutrophil activation and
oxidative stress caused by superoxide radicals indepen-
dently of PGE,.

Previous studies indicated that ischemic conditions
lead to marked alterations in the orexinergic system.
Yan et al® found that after acute stimulus with IR,
orexin-A mRNA expression shows a fluctuating declin-
ing trend in the hypothalamus. This finding suggests that
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the expression of orexin-A mRNA may be a marker of
acute inflammation. However, it has been suggested that
OXI1R expression is significantly increased in response
to ischemic conditions in rats® and mice.* Moreover, a
decline in orexin-A production has been found in sub-
arachnoid hemorrhage patients.” The authors concluded
that this reduction may be associated with alterations in
brain orexin-A signaling in response to ischemia.™ On
the other hand. Lin et al.® found no significant differ-
cnce in the expression level of orexin-A before and
after intestinal [R injury in rats.

It is known that gastric mucosal perfusion is an essen-
tial factor in the ability of the mucosa to protect against
harmful effects. Reperfusion of ischemic tissue causes
tissue injury, and it has been suggested that the main
factors producing IR-induced injury are oxygen-free
radicals and neutrophil activation.”™

The mucus is one of component of the gastric mucosal
barrier and plays an important role in mucosal defense
against harmful effects. Stimulation of mucus produc-
tion helps to maintain mucosal integrity.® It is known
that gastric mucus possesses antioxidant properties
because of its rich glycoprotein content. In addition to
its antioxidant effect, mucin associated with bicarbonate
ions, by its barrier function, may play an important role
in protecting the gastric mucosa against IR injury.”

The stomach can defend itself from the injury caused
by irritants and harmful agents via activation of mucus
and bicarbonate secretion, mucosal hydrophobicity. and
gastric microcirculation. by generation of protective
prostaglandins within the gastric mucosa.”? Prostaglan-
dins exert potent protective effects, and inhibition of
prostaglandin  formation abolishes gastroprotection:
thus, prostaglandins have been proposed to be key
mucosal defense mediators.”” PGE, obviously inhibits
basal and stimulates gastric acid secretion, increases
gastric mucin, and thickens the gastric mucosa gel layer.
PGE, and PGI, dilate the blood vessels, and increase
blood flow and carbohydrate secretion, enhance the
resistance of the gastric mucosa against injury. In addi-
tion, prostaglandins extend the life span of epithelia and
thicken the mucosa layer. ™

Our present study demonstrated that exogenous
orexin-A attenuates the gastric lesions evoked by IR. I
might be inferred that the gastroprotective effect of
orexin-A is related to PGE, generation because of the
PGE,-mediated thermogenic effect of orexin-A.* In the
present study, the exposure of rats to IR injury was
associated with a significant decline in gastric PGE,; and
mucus content. In agreement with our findings, Kitano
et al.® reported that the mucus layer was decreased
during ischemia on the basis of microscopic observation.
Also, another study reported that IR causes a significant
reduction in gastric PGE, content.® In spite of its gas-
troprotective effect, we found that orexin-A did not
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restore gastric the PGE, or mucus contents in rals
exposed to IR, but that this peptide reduced MPO activ-
ity and TBARS content in gastric mucosa.

TBARS is an index of lipid peroxidation. The main
TBARS is malondialdehyde (MDA): thercfore, the
concentration of TBARS is expressed as the content of
MDA in tissue. MDA is a three-carbon compound
formed from peroxidized polyunsaturated fatly acids,
mainly arachidonic acid, used as a marker of lipid per-
oxidation, one of the end products of membrane lipid
peroxidation. MDA levels are increased in metabaolic
states characterized by an excess ol oxygen [ree radi-
cals.” Tree oxygen radicals, which are known to be
mediators of gastric mucosal injury induced by IR, initi-
ate a free radical chain reaction known as lipid peroxi-
dation.® We clearly showed that gastric mucosal injury
and TBARS increased significantly following ischemia
for 30 min and reperfusion [or 60 min. Orexin-A admin-
istration decreased lipid peroxidation. and tended to
reduce the TBARS content to sham group values.
However. the decline in lipid peroxidation could
possibly be attributed to the antioxidant features of
orexin-A.

Neutrophils play an important role in the pathogen-
esis of gastric mucosal injury induced by IR. The main
source of oxygen radicals may be polymorphonuclear
leukocytes. MPO activity in tissues is considered an
index of neutrophil infiltration. It has been demon-
strated previously that there is a signilicant increase in
MPO activity accompanying gastric mucosal damage by
IR, and treatment with antioxidant drugs significantly
decreases the rise in MPQO activity."* Tn this study we
found a nonsignificant increase in gastric mucosal MPO
activity due to IR. We also found that, similar to the
TBARS result, orexin-A reduced the MPO activity
induced by IR. This result can be explained as a sup-
pressor effect on leukocyte activation due to IR,

In conclusion, orexin-A showed a gastroprotective
effect against harmful effects of IR. However, the
mechanism of this protection is poorly understood.
The gastroprotective effect of orexin-A appeared to be
independent of endogenous prostaglandins and may be
related to a decrease in lipid peroxidation in gastric
tissue. Additional studies are needed to investigate
further the mechanism of these beneficial effects of
orexin-A.
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