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OZET

Amag: Stresin fonksiyonel gastrointestinal bozukluklarda rol aldigi bilinmektedir.
Siganlarda akut hareket kisitlama stresinin (HKS), CRF ve periferal otonomik yolaklar
araciligiyla mide dismotilitesine neden oldugu gosterilmistir. Hipotalamik ekstraktlardan
izole edilen oreksinler G-protein bagli reseptorleri araciligi ile etki gosteren
noropeptidler olarak tanimlanmislardir. Oreksin-A’nmn (OXA) santral sinir sisteminde
stres durumunda iretiminin arttigi gosterilmis olup, OXA’nin midenin motor
fonksiyonlar1 tizerine N.vagus’un dorsal motor niikleusunda firetilen oreksin tip-1
reseptorii (OX1R) araciligiyla etki ettigini gosteren bulgular mevcuttur. Ayrica lateral
hipotalamik alan (LHA)’daki oreksinerjik hiicrelerden koken alan sinir liflerinin
paraventrikiiler niikleus (PVN)’da yogun projeksiyon gosterdigi ve CRF reseptorlerinin
LHA’daki oreksinerjik noronlar {izerinde bulundugu bilinmektedir. Calismamiz, strese
bagli bozulan mide motilitesinde santral endojen OXA roliinii arastirmak tizere
planlanmistir. Yontem: Stres ve normal sartlar altindaki hipotalamik OXA ve CRF
iretimi mikrodiyaliz c¢aligmasi ile belirlenmistir. Kat1 mide bosalimi ve gastrik
postprandial motilite kaydi stres dncesi verilen OXA ve CRF reseptor antagonistleri ile
degerlendirilmistir. OXA ve CRF immiinoreaktiviteleri immiinohistokimyal yontemle
tespit edilmistir. Bulgular: Bazal seviyelere gore HKS uygulanmis sicanlarda OXA ve
CRF konsantrasyonlar1 artarken, CRF ve OXA reseptor antagonistleri bu degisiklikleri
anlamli olarak azaltmistir. SB-334867 ve a-helikal CRFg4; uygulamasi HKS’ye bagh
yavaslayan mide bosalimmi ve bozulan antro-pilorik postprandial kontraksiyonlari
anlamli olarak diizeltirken, antagonistler birlikte uygulandiginda ise bu etkinin tamamen
ortadan kalktig1 tespit edilmistir. Strese maruziyet LHA ve PVN’deki OXA ve CRF
immunoreaktivitelerini arttrrken, OXA ve CRF reseptor antagonistlerinin  6n
uygulamalar: strese bagli bu degisiklikleri anlamli olarak zayiflatmistir. Sonug¢: Akut
strese maruziyet sonucu artan endojen OXA, gastrik motor fonksiyonun CRF-aracili
bozulmasma katkida bulunmaktadir. OXA ve CRF arasindaki etkilesim fonksiyonel
gastrointestinal bozukluklarin etyopatogenezinin daha iyi anlasilabilmesine olanak

saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: oreksin-A, CRF, stres, mide motilitesi, mikrodiyaliz



ABSTRACT

Objective: Stress plays a major role in the development of functional gastrointestinal
disorders. In rats, acute restraint stress (ARS) was shown to induce gastric dysmotility
via CRF and peripheral autonomic pathways. Orexins were originally isolated from
hypothalamic extracts that have been defined as neuropeptides by acting through their G
protein-coupled receptors. The expression of orexin-A (OXA) is increased under stress
conditions in central nervous system. Accumulating findings indicate that OXA alters
gastric motor functions through its receptor type-1 receptor (OX1R) expressed in dorsal
motor nucleus of N.vagus. In addition, it is known that orexinergic cells that reside in
lateral hypothalamic area (LHA) have dense projections on paraventricular nucleus
(PVN), in addition, CRF receptors are expressed in orexin-producing neurons within
LHA. The present study was designed to investigate the role of endogenous central
OXA in stress-induced gastric motor dysfunction. Method: Microdialysis was
performed to determine the hypothalamic production of OXA and CRF (in LHA and
PVN, respectively) both under non-stressed and stressed conditions. Solid gastric
emptying (GE) and gastric postprandial motility were monitored in rats pretreated with
OXA and CRF receptor antagonists prior to the stress. The immunoreactivities for OXA
and CRF were detected using immunohistochemistry. Results: Compared to their basal
levels, OXA and CRF concentrations were increased in ARS-loaded rats, whereas they
were significantly attenuated by pretreatment of their receptor antagonists. The
administratrion of SB-334867 and a-helical CRFg 4; significantly ameliorated the ARS-
induced delayed GE and disturbed antro-pyloric postprandial contractions, however,
these changes were completely restored when both antagonists administered together.
Stress exposure remarkably increased the immunoreactivity for OXA and CRF in LHA
and PVN which were significantly attenuated by the preadministrations of antagonists.
Conclusion: Following exposure to an acute stressor, central endogenous OXA appears
to contribute to the CRF-induced impairment of gastric motor function within
hypothalamic neurocircuitry. The interaction between OXA and CRF may lead to better
understanding of the etiopathogenesis of functional gastrointestinal disorders.

Key words: orexin-A, CRF, stress, gastric motility, microdialysis
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1. GIRIS

Hipotalamik ekstraktlarin taranmasi esnasinda 1998 yilinda kesfedilen oreksin
noropeptit ailesi ilk olarak dorsal ve lateral hipotalamik alanda (LHA) bulunan
noronlarm hiicre govdelerinde gosterilmistir (de Lecea ve ark., 1998; Sakurai ve ark.,
1998). Oreksin-A (OXA, hipokretin-1) 33, oreksin-B (OXB, hipokretin-2) ise 28
aminoasit icermekte olup, iki peptit de 130 aminoasitlik prepro-oreksin molekiiliiniin
enzimatik par¢alanmasi sonucu meydana gelmektedir (Siegel ve ark., 2001,
Kirchgessner 2002). Oreksinerjik sinir liflerinin beyinde oreksin reseptorlerinin de
uretildigi serebral korteks, talamus, hipotalamus ve beyin sap1 gibi alanlara
projeksiyonlar1 bulunmaktadir (Peyron ve ark., 1998; Date ve ark., 1999; Mondal ve
ark., 1999; Nambu ve ark., 1999). Oreksinlerin OX1R ve OX2R olmak iizere 2 farkli
reseptorii tanimlanmistir. Her iki reseptor de G-protein bagl reseptorler olup, fizyolojik
etkilerini hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu arttirarak gostermektedirler. OX1R’nin
OXA’ya afinitesinin OXB’den 100 kat fazla oldugu; OX2R’nin ise her iki oreksin
molekiiliine esit afinite gosterdigi tespit edilmistir (Sakurai 1999; Kirchgessner 2002).

Kemirgenlerde yapilan in-vivo ¢alismalarda, gastrointestinal (GI) motor fonksiyonlarin
diizenlenmesinde santral OXA’nin rolii olabilecegine dair sonuglar elde edilmistir
(Kobashi ve ark., 2002; Krowicki ve ark., 2002; Bulbul ve ark., 2010a; Bulbul ve ark.,
2010b; Nozu ve ark.,). OXI1 reseptoriiniin N.vagus’un dorsal motor niikleusunda
(DMV) yiiksek seviyelerde eksprese oldugu ve ayrica OXA’nin bu bolgeye
mikroenjeksiyonunun antral motiliteyi arttirdigi gosterilmistir (Krowicki ve ark., 2002).
Bu bulgulara paralel olarak intrasisternal OXA uygulamasmin N. vagus araciligiyla
proksimal midede gevseme, distal midede ise kontraksiyona sebep oldugu tespit
edilmistir (Kobashi ve ark., 2002). Bu sonuglar, santral OXA’nin GI motor fonksiyonlar

iizerine vagal kolinerjik yolaklar {izerinden etki ettigini diisiindlirmektedir.

Stres basta endokrin sistem ve sinir Sistemini etkileyerek viicudun biyoritminde ve
davranislarda degisikliklere yol agmaktadir. Gastrointestinal sistem (GIS) stres
maruziyetinden erken donemde etkilenen sistemlerin basinda gelmekle birlikte, stres
sonucu motilite, sekresyon ve koruyucu mukozal bariyer fonksiyonlarinda olumsuz

yonde degisimler gozlenir. Bu degisiklikler hipotalamik-hipofizer-adrenal (HPA) ekseni



olusturan néroendokrin sistemin yani sira otonom sinir sistemi (OSS) ve immiin sistemin
etkilesimi araciligiyla meydana gelir (Lenz ve ark., 1988b; Yabana ve Yachi 1988;
Bhatia ve Tandon 2005; Konturek ve ark., 2011). Stresin neden oldugu Gi motor
degisikliklerde paraventrikiiler niikleus (PVN)’da artan kortikotropin salgilatict faktor
(CRFY’iin rolii ortaya konmustur (Kalin ve ark., 1994; Imaki ve ark., 1998). GiS’de
strese karsi gelisen en belirgin motor yanit mide bosalimmin gecikmesidir. Strese bagl
gelisen mide dismotilitesinde CRF2 reseptorii ve sempatik sinir sisteminin rol aldigi
bilinmektedir (Lenz ve ark., 1988a; Nakade ve ark., 2005; Nakade ve ark., 2006).

Hipotalamik PVN hiicrelerinde oreksin reseptorlerinin varligi ve ekzojen santral OXA
uygulamasinin siganlarda plazma adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve kortikosteron
seviyelerinin artig gostermesi, oreksinlerin stres yanit1 ve HPA eksen aktivasyonunda
rolii olabilecegini gostermektedir (Hagan ve ark., 1999; Jaszberenyi ve ark., 2000;
Kuru ve ark., 2000; Al-Barazanji ve ark., 2001). Martins ve arkadaslar1 siganlarda 30
dakika siireyle zorlu yiizdiirme stresinin serebrospinal sividaki OXA konsanstrasyonunu
arttirdigin1 gostermislerdir (Martins ve ark., 2004). Ote yandan, 10 dakika siireyle
uygulanan akut zorlu yiizme stresine cevaben LHA’daki oreksinerjik néronlarda c-Fos
seviyelerinde artig1 tespit edilmistir (Chang ve ark., 2007). LHA’daki oreksinerjik
hiicrelerden koken alan sinir liflerinin PVN’de yiiksek yogunlukta projeksiyon
gosterdigi bilinmekte olup (Cutler ve ark., 1999; Date ve ark., 1999), benzer sekilde
CREF reseptorleri de LHA’daki oreksinerjik néronlarda eksprese edilmektedir (Winsky-
Sommerer ve ark., 2004). Buna paralel olarak, CRF immiinoreaktif terminallerin
LHA’daki oreksinerjik noronlar ile temas halinde bulundugunu ve oreksinerjik
noronlarin CRF’nin her iki tip reseptoriini (CRFR1/CRFR2) eksprese ettigi
bilinmektedir. Bu morfolojik bulgular stres yanitinda hipotalamusta bulunan oreksin ve

CRF iireten ndron gruplarinin etkilesim i¢inde olabilecegini gostermektedir.

Bu calisma, strese bagli bozulan mide motilitesinde santral endojen OXA’nin etkisinin
arastirilmasi ve stres kosullarinda aktive olan santral stres devresinde OXA ve CRF

etkilesiminin aydinlatilmasi amaciyla gergeklestirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Oreksin Noropeptit Ailesi

Oreksin noropeptit ailesi 1998 yilinda iki bagimsiz grup tarafindan kesfedilmistir (de
Lecea ve ark., 1998; Sakurai ve ark., 1998). Sakurai ve arkadaslar1 insan embriyonik
bobrek hiicre hattinda HFGAN72 yetim reseptorleri ile aktiflesen ve hiicre i¢i kalsiyum
artigina neden olan 33 aminoasitlik bir hipotalamik peptidi izole etmislerdir. Bu peptidin
sicanlarda lateral ventrikiile enjeksiyonu sonucu besin aliminin artmasi, arastiricilarin bu
peptidi Yunanca’da “istah anlamina gelen “orexis” kelimesinden esinlenerek “orexin”
olarak tanimlamasina neden olmustur (Sakurai ve ark., 1998). Sakurai ve ekibi, ilk izole
ettikleri peptit formunu oreksin-A (OXA) olarak adlandirirken, benzer sekilde hiicre igi
kalsiyum konsantrasyonunda artisa neden olan ve ilkine %46 oraninda (13/28) homoloji
gosteren 28 aminoasit uzunlugundaki ikinci peptidi ise oreksin-B (OXB) olarak

tanimlamislardir.

Ayni1 y1l igerisinde de Lecea ve arkadaslar1 ise polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile
130 aminoasit uzunlugunda bir prekiirsér peptidi kodlayan hipotalamusa 6zgii bir
mRNA’y1 ve bundan meydana gelen iki olgun peptidi izole etmistirler. Arastiricilar
bunlar1 hipotalamusa 6zgiinliikleri, ayrica sekretin ailesine benzer dizilimlerinden Otiirii
“hipokretinler” olarak isimlendirmislerdir (de Lecea ve ark., 1998). Daha sonraki
donemde yapilan aragtirmalar sonucunda oreksin ve hipokretin noropeptit ailelerinin

ayni sekanslara ve molekiiler 6zelliklerine sahip olduklar1 ortaya ¢ikmistir (Flier ve

Maratos-Flier 1998; Kirchgessner ve Liu 1999; Willie ve ark., 2001).

2.2. Oreksinlerin Yapisi

OXA (hypokretin-1) 33, OXB (hypokretin-2) ise 28 aminoasit igcermekte olup, her peptit
de 130 amino asitlik prepro-oreksin molekiiliiniin enzimatik klevaji sonucu meydana
gelir (Sekil 2.1.) (Siegel ve ark., 2001; Kirchgessner 2002). Yapisinda N-terminal
piroglutamil kalmtis1 barindiran 3562 Da agirhigindaki OXA, ayrica tasidigi sistein
rezidiileri arasinda 2 adet disiilfit bag1 ve C-terminalinde amidasyon olusumu igerir.
OXA’nin bu temel yapis1i insan, fare, sigir, sican, domuz memeli tiirlerinde

korunmaktadir (Samson ve Resch 2000; Kukkonen ve ark., 2002). Buna karsin, 2937



Da agirhigindaki OXB C-terminali amidlenmis bir peptit olup, yapisinda disiilfit bagi
bulunmaz. Cys6-Cysl2 ve Cys7-Cysl4 arasindaki iki adet disiilfit kopriisi ve C-
terminal ucundaki 19 amino asitlik zincirin OXA’nin biyolojik etkinligi i¢in elzemdir
(Heinonen ve ark., 2008). OXA, OXB’den farkli olarak N-terminalinde 5 amino asitlik

ilave bir zincir igerir (Sakurai 1999; Korczynski ve ark., 2006).

Prepro-oreksin
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o

OX1R OX2R

Sekil 2.1. OXA ve OXB’nin amino asit dizilimi (Sakurai 2014).

OXA’nin fizyolojik kosullarda OXB’ye gore daha yiiksek bir molekiiler stabiliteye sahip
oldugu bilinmektedir (de Lecea ve ark., 1998; Sakurai ve ark., 1998). OXA, yiiksek
lipofilik 06zelligi sayesinde kan-beyin bariyerini hizli bir sekilde gecerken, diisiik
lipofilik 6zellik gosteren OXB kan-beyin bariyerini gecemez ve kanda hizli sekilde
metabolize olur (Mondal ve ark., 2000; Ripley ve ark., 2001).

2.3. Oreksin Reseptorleri

Oreksinlerin fizyolojik etkilerine G protein-bagh reseptorler OX1R ve OX2R aracilik
eder. Bu iki reseptor tipi %64 oraninda sekans homolojisi gostermektedir. OX1R i¢in
insan ve fare arasinda %94 sekans homolojisi bulunurken, OX2R i¢in ise bu oran
%95’dir (Smart ve ark., 1999; Ebrahim ve ark., 2002; Korczynski ve ark., 2006;
Heinonen ve ark., 2008). OX1R ve OX2R yapilarinda orta uzunlukta NH, ve COOH
terminalleri ile beraber transmembran halkalar1 barindirirlar. Insanda 425 amino asit

iceren OX1R proteinini kodlayan gen 1. kromozomda yer alirken, 444 amino asitlik



OX2R’yi kodlayan gen ise 6. kromozomda yer almaktadir (Kukkonen ve ark., 2002).
OXIR, diger G-protein bagli reseptorlerden ndropeptit-Y reseptorii Y2 ile %26,
tirotropin serbelestirici hormon reseptorii ile %25, kolesistokinin tip-1 reseptori ile %23
ve norokinin reseptoriit NK2 ile %20 oraninda sekans benzerligi gostermektedir (Sakurai

1999).

OX1R, OXA’ya 100-1000 kat fazla afinite gosterirken OX2R’nin her iki oreksin tipine
afinitesi esittir (Willie ve ark., 2001; Sakurai 2014). OX1R’nin Gq, OX2R’nin ise Gi ve
Gq alt birimleri eslestigini isaret eden bulgular bulunmaktadir (Sakurai 1999). OXA’nin
insan adrenal hiicre membranlar1 ile muamele edilmesi sonucu Gq ve daha az oranda Gi
alt birimlerinin aktivasyonu olurken, Go alt biriminde ise aktivasyon saptanamamistir
(Randeva ve ark., 2001). Ote yandan Pertussis toksini ile OX2R’nin etkilerinin ortadan
kalkmas1 bu reseptoriin Gi/Go alt birimleriyle iliskili olabilecegini gdstermektedir
(Korczynski ve ark., 2006). Her iki reseptoriin aktivasyonu sonucu hiicrede iki farkli
yanit olusur. Bunlardan biri fosfolipaz-C (PLC) aktivasyonu, digeri ise hiicre igi
kalsiyum konsantrasyonu artisidir (Lund ve ark., 2000). Kalsiyum yanitinda hizli bir pik
evresini kademeli olarak azalan bir plato evresinin takip etmesi bu seyirde hem hiicre i¢i,
hem hiicre dis1 kalsiyum kaynaklarmin katkisin1 géstermektedir (Ebrahim ve ark., 2002;
Kukkonen ve ark., 2002).

Izole sigan ventral tegmental ndronlarmda OXA’ya bagl artan sitoplazmik kalsiyum
konsantrasyonunun PLC inhibit6rii D609 ve protein kinaz-C (PKC) inhibitorii kalfostin-
C ile engellendigi tespit edilmistir. Bunun yani1 sira bu kalsiyum artisi, N ve L tipi
voltaja duyarh kalsiyum kanal blokdrleri @-conotoxin ve nitrendipine ile de inhibe
edildigi gosterilmistir (Uramura ve ark., 2001). Bu bulgulardan yola ¢ikarak oreksin
reseptorlerinin hiicre i¢i etki mekanizmasi: PLC aktivasyonu, inositol trifosfat ve
diacilgliserol olusumuna bagli olarak hiicre i¢i depolardan kalsiyum salinimi, PKC
aktivasyonu, N ve L tipi voltaja duyarl kalsiyum kanallarinin aktive olmas1 ve hiicre

icine kalsiyum akimi seklinde 6zetlenebilir.



2.4. Oreksin Reseptorlerinin Merkezi Sinir Sistemindeki Dagilimi

Oreksinlerin reseptorlerinin beyinde yaygin sekilde eksprese oldugu molekiiler ve
histolojik tekniklerin kullanildigi ¢alismalarda gosterilmistir (Sekil 2.2) (Trivedi ve ark.,
1998; Lu ve ark., 2000; Marcus ve ark., 2001; Kukkonen ve ark., 2002; Korczynski ve
ark., 2006). Oreksinerjik sinir liflerinin projeksiyon yaptigi alanlarda bu reseptorlerin
varlig1 oreksinlerin beyindeki diger norotransmiter sistemleri ile iligkili olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ote yandan, bazi oreksinerjik hiicre gdvdelerinin ve dentritik
uzantilarmin ventrikiiler sisteme yakin yerlesim gostermesi oreksinlerin parakrin ve

endokrin sekilde etki gosterebilecegini de isaret etmektedir (Smart ve ark., 1999).
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Sekil 2.2. Oreksin reseptorlerinin beyindeki dagilimi. AMG, amigdala; DCN, derin serebellar niikleus;
DRN, dorsal rafe niikleus; LC, locus coeruleus; NAc, niikleus akkumbens; NTS, niikleus traktus
solitaryus; OB, olfaktor bulb; olfT, olfaktor tiiberkiil; PAG, periakuaduktal gri cevher; PVT, talamusun
paraventrikiiler niikleusu; SNc, substansiya nigra pars kompakta; TMN, tiiberomamiller niikleus; VTA,
ventral tegmental alan (Flores ve ark., 2013).

OXI1R, merkezi sinir sistemi igerisinde yogunlukla ventromediyal hipotalamusta
yerlesim gosterirken OX2R ise PVN’de yerlesim gostermektedir (Trivedi ve ark., 1998;
Cai ve ark., 2002; Korczynski ve ark., 2006). OX1R immiinoreaktif noronlar agirlikli
olarak hipotalamik alandaki PVN, suprakiazmatik niikleus, dorsamediyal niikleus ve
ventromediyal niikleus’da bulunur (Korczynski ve ark., 2006). OX1R, ekstrahipotalamik
olarak hipokampus, dorsal rafe niikleusu, locus ceruleus (LC) ve DMV’de yiiksek
seviyelerde tespit edilmistir. Buna kargsin, OX2R ekspresyonu en yogun olarak serebral
korteks, subtalamik niikleus, niikleus accumbens, tiiberomamiller niikleus ve anterior
pretektal niikleus’da saptanmustir (Sakurai 1999). Spinal kord ve dorsal kok
ganglionlarinda oreksin reseptorlerinden sadece OX1R mRNA’si tespit edilirken,
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hipokampus ve amigdalada her iki reseptor tipi de saptanmustir (Lu ve ark., 2000;
Korczynski ve ark., 2006). Ayrica, insan hipofiz bezinde OXIR mRNA’smin
somatotrop hiicrelerde; OX2R mRNA’sinin ise kortikotrop hiicrelerde eksprese olmasi
farkli oreksin tiplerinin farkli endokrin etkilere aracilik edebilecegini diistindiirmektedir

(Blanco ve ark., 2001).

2.5. Oreksinerjik Sinir Liflerinin Projeksiyonlari

Oreksinleri tireten hiicre govdelerinin hipotalamustaki LHA, perifornikal niikleus ve
dorsomediyal niikleus gibi sinirl alanlarda yerlesim gostermesine karsin bu hiicrelerin
liflerinin beyinde yaygin projeksiyonlar1 bulunmaktadir. Bu projeksiyonlar 6zellikle
serebral korteks, olfaktdr bulb, talamus, hipotalamus, beyin sap1 ve spinal kordun
neredeyse tiim seviyelerinde yogun olarak tespit edilmistir (Sekil 2.3) (Peyron ve ark.,
1998; Date ve ark., 1999; Mondal ve ark., 1999).
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Sekil 2.3. Oreksinerjik sinir liflerinin beyindeki projeksiyonlar1 (Tsujino ve Sakurai 2013).

Oreksinerjik sinir liflerinin 6n beyinde PVN; beyin sapinda ise rostral ventrolateral
medulla (RVLM), niikleus traktus solitaryus (NTS) ve DMV gibi hem sempatik, hem de
parasempatik otonom sinyallerin diizenlendigi merkezlere de genis projeksiyonu
bulunmaktadir (Sekil 2.4) (Sakurai 2014).
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Sekil 2.4. Oreksin néronlarinin otonomik merkezlere projeksiyonlari. NAc, niikleus accumbens; BNST,
stria terminalisin bed nukleusu; CeA, santral amigdala; PAG, periakuaduktal gri cevher; PBN,
parabrakiyal niikleus; NTS, niikleus traktus solitaryus; PVN, paraventrikiiler niikleus; RVLM, rostral
ventrolateral medulla; AP, area postrema; Fp, folium-p; VTA DA, ventral tegmental alandaki dopamin
noronlar1 (Sakurai 2014)

2.6. Oreksinlerin Fizyolojik Etkileri

Oreksinlerin tespit edilen ilk fizyolojik etkileri uyku-uyaniklik dongiisii ve besin
alimmin regiilasyonu tlizerinedir (Sakurai 1999; Sutcliffe ve de Lecea 2000). Bunun yani
sira enerji dengesi, ndroendokrin diizenleme, agr1 iletimi, GI ve kardiyovaskiiler
sistemde etkili oldugu bilinmektedir (Ebrahim ve ark., 2002; Kukkonen ve ark., 2002).
Arastirmalar ilk olarak besin alimi ve metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynayan
LHA’daki yogun oreksin varligi nedeniyle oreksinlerin bu alandaki etkileri iizerine
yogunlagmustir. Her iki oreksin molekiiliiniin de santral uygulanmalari sonucu doza
bagimli bir sekilde besin alinimini uyardig1 goriilmiistiir (Sakurai ve ark., 1998). Bunun
yani sira, santral OX1R antagonisti SB-334867 uygulanmis siganlarda (Haynes ve ark.,
2000) ve oreksin knock-out farelerde (Hara ve ark., 2005) besin alim1 ve canli agirhgin

azaldig tespit edilmistir.

Besin alimi disinda OXA’nin mide sekresyonu iizerine de etkisi oldugu gosterilmistir.
OXA’nin intrasisternal enjeksiyonunun midede asit iiretimini doza bagimli olarak
uyarirken, intraperitonel uygulanmanm ise mide sekresyonuna herhangi bir etkisi
olmadig: tespit edilmistir (Takahashi ve ark., 1999). Bu bulgular, OXA’nin mide asit

sekresyonuna olan etkisini santral otonomik yollar araciligiyla gergeklestirdigini



diisindiirmektedir. Oreksinlerin LC, rafe niikleus ve tiiberomamiller niikleus gibi uyku
uyanikligi saglayan bolgelere projeksiyonlar1 bulunmakta ve santral yolla
uygulandiginda siganlarda uyanikligi arttirdigi, artan uyaniklik durumunun ise besin
almi artigina dolayli yoldan katkida bulundugu diistiniilmektedir.(Sutcliffe ve de Lecea
2000; Willie ve ark., 2001).

Oreksinerjik sinir liflerinin projeksiyonlarmin medulla spinalisin tiim segmentlerine
kadar ulasmasi, oreksinlerin agr1 iletiminde diizenleyici bir etkisi olabilecegini
distindiirmiistiir. OXA’nin santral uygulamasi mekanik, kimyasal, termal uyarilara kars1
antinosiseptif etki gosterirken, bu etkiler adenozin tip-1 reseptdr antagonisti ile ortadan
kaldirilmistir (Mobarakeh ve ark., 2005). Oreksinlerin analjezik etkilerinin opioid
sistemden bagimsiz oldugu ve s6z konusu etkileri hem beyin, hem de medulla spinaliste
eksprese olan reseptorleri araciligi ile gergeklestirdigi diistiniilmektedir (Ebrahim ve
ark., 2002; Korczynski ve ark., 2006).

Oreksinerjik noronlarin beyindeki kardiyovaskiiler diizenleyici alanlar olarak bilinen
PVN, RVLM, NTS iizerine yogun projeksiyonlar1 bulunmaktadir (Peyron ve ark., 1998;
Cutler ve ark., 1999; Date ve ark., 1999; Nambu ve ark., 1999). Siganlarda yapilan
caligmalarda OXA ve OXB’nin santral uygulamalarinin kalp hizin1 ve ortalama arter
basincm arttirirken (Shirasaka ve ark., 1999; Chen ve ark., 2000; Samson ve Resch
2000) periferal uygulamalarda bu etki saptanamamustir (Chen ve ark., 2000).
Oreksinlerin pressor etkilerini direkt olarak RVLM’deki vasopressor hiicrelerin yani sira
spinal kordun sempatik preganglionik noéronlarinda depolarizasyona neden olarak
gerceklestirdigine dair kanitlar mevcuttur (Dun ve ark., 2000; Antunes ve ark., 2001;
Hirota ve ark., 2003; Huang ve ark., 2010). Bunun yani sira, artan HPA eksen
aktivasyonu sonucu olusan sempatik aktivasyon ve plazmada artan katekolaminin de bu

etki mekanizmasina katkida bulundugu 6ne siiriilmektedir (Heinonen ve ark., 2008).

2.7. Oreksinlerin Gastrointestinal Motor Fonksiyonlara Etkisi
Kemirgenlerde yapilan in-vivo ¢alismalarda GI motor fonksiyonlarin diizenlenmesinde
santral OXA’nin rolii olabilecegi gosterilmistir. Mideyi innerve eden N.Vagus’un

efferent preganglionik hiicreleri DMV’de yerlesmislerdir (Okumura ve Namiki 1990).



Krowicki ve ekibinin yaptig1 bir ¢alismada DMV’de OXI1R’nin yiiksek seviyelerde
retildigi tespit edilmis olup, DMV igerisine OXA’nin mikroenjeksiyonunun mide igi
basingta ve antral motilitede artisa neden oldugu tespit edilmistir (Krowicki ve ark.,
2002). Benzer sekilde sicanlarda santral ekzojen OXA uygulamasinin mide ve kolon
motilitesini arttirdigi da bildirilmistir (Bulbul ve ark., 2010a; Nozu ve ark.,). Ote
yandan, santral ekzojen OXA’nin gastroduodenal aglik motor paterni {izerine inhibitor
etki gostererek tokluk motor paternine benzer bir kasilma paterninin olusumuna neden
oldugu gosterilmis olup, OXA’ya baglh bu etkilerin atropin 6n uygulamasi ve vagotomi
ile ortadan kalktig1 saptanmistir (Bulbul ve ark., 2010b). Biilbiil ve arkadaslar1 ayrica bu
calismalarinda OXIR reseptor antagonisti uygulamasmin gastrik spontan faz-ll1
kasilmalarinda artisa sebep oldugunu belirtmis olup, bu bulgular endojen santral
OXA’nin GI motor fonksiyonlar iizerine roliinii isaret etmektedir (Bulbul ve ark.,
2010b). Ote yandan, Kobashi ve arkadaslar1 intrasisternal OXA uygulamasinin midenin
proksimalinde gevseme yaparken, distalinde kontraksiyona sebep oldugunu, distal
midede meydana gelen bu fazik kontraksiyonlarin ise vagotomi ile ortadan kalktigini
gostermislerdir (Kobashi ve ark., 2002). Grabauskas ve arkadaslart OXA’nin mideyi
projekte eden DMV hiicreleri iizerine ekstitator etkisinin postsinaptik membranda
meydana gelen depolarizasyon ile agiklamiglardir. OXA, DMV’deki mideyi projekte
eden hiicrelerde depolarizasyona sebep olurken, kadmiyum ve tetrodotoksin varliginda
sirastyla kalsiyum ve voltaj-kapili sodyum kanallar1 bloke edildiginde s6z konusu
uyarici etkinin ortadan kalktigi goriilmustiir (Grabauskas ve Moises 2003). Bu sonuglar
santral OXA’nin GI motor fonksiyonlar iizerine vagal kolinerjik yolaklar iizerinden etKi

edebilecegini diisiindiirmektedir.

2.8. Otonom Sinir Sistemi

Otonom sinir sistemi (OSS) baslica medulla spinalis, beyin sap1 ve hipotalamusta yer
alan merkezlerin kontrolii altinda olup, periorbital serebral korteks ve 6zellikle de limbik
korteks otonom kontroliin diizenlenmesinde denetleyici role sahiptir. Efferent otonomik
sinyaller, sempatik ve parasempatik sinir sistemi olarak adlandirilan iki temel alt kisimla
viicudun cesitli organlarina aktarilmaktadir. Parasempatik sinir lifleri beyin ve medulla
spinalis’in sakral kismindan, sempatik sinir lifleri ise medulla spinalis’in torakal ve

lumbar seviyesinden terk ederek hedef organa ulasmaktadir. Bu nedenle ¢ikis yerlerine
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gore sempatik sistem torakolumbal sistem, parasempatik sistem kranyosakral sistem
olarak da adlandirilmaktadir. Sempatik ve parasempatik sinir sisteminin her ikisinde de
biitiin preganglionik noéronlar kolinerjiktir. Parasempatik sistemin postganglionik
noronlarinin tamamma yakin bir kismi kolinerjik iken postganglionik sempatik
noronlarmm c¢ogu adrenerjiktir. Ancak ter bezleri, piloerektor kaslar ve bazi kan
damarlarim postganglionik sempatik sinir lifleri kolinerjiktir (Guyton ve Hall, 2013;
Barret ve ark., 2010; Boron ve Boulpaep, 2012).

Sempatik sinirler, medulla spinalisten spinal sinirlerle beraber T-1 ve L-2 segmentleri
arasindan ¢ikarak ilk olarak sempatik zincire ve daha sonra sempatik sinirler tarafindan
uyarilan doku Ve organlara gecerler. Spinal sinir, spinal kanali terkettikten sonra
preganglionik sempatik lifler spinal sinirden ayrilir ve beyaz ramus boyunca sempatik
zincirin ganglionlarindan birine ulasir. Liflerin daha sonraki gidis yeri 3 yoldan biri
olabilir; lifler i¢ine girdigi ganglionda postganglionik néronlarla sinaps yapabilir, yukar1
ve asag1 yonelerek zincirdeki diger ganglionlardan birinde sinaps yapabilir veya zincir
boyunca farkli uzakliklarda ilerleyebilir. Daha sonra zincirden ayrilan sempatik
sinirlerden biri ile seyrederek periferik sempatik ganglionda sinaps yapmaktadir (Guyton
ve Hall, 2013; Barret ve ark., 2010).

Parasempatik lifler merkezi sinir sistemini I11, VII, IX ve X. kranyal sinirler, ikinci ve
ticlincli sakral spinal sinirler, nadiren de birinci ve dordiincii sakral sinirler lizerinden
terk ederler. Tim parasempatik liflerin yaklagik %75’1 vagus iginde yer almaktadir.
Vagusun sinirleri 6zofagus, kalp, akciger, mide, ince bagirsak, kolonun iist yarisi,
karaciger, safra kesesi, pankreas ve lreterlerin {ist kismmin innervasyonundan, S2-S4
segmentlerin lateral boynuz hiicrelerinden koken alan sakral preganglionik lifler ise inen
kolon, rektum, mesane, {reterlerin alt bolimi ve dis genital organlarin

innervasyonundan sorumludur (Guyton ve Hall, 2013; Boron ve Boulpaep, 2012).

2.9. Gastrointestinal Sistemin innervasyonu

Gastrointestinal sistem (GiS) fonksiyonlar1 ekstrinsik ve intrinsik sinirsel mekanizmalar
tarafindan kontrol edilmektedir. Intrinsik kontrol enterik sinir sistemindeki (ESS)
myenterik ve submukozal pleksus araciligiyla gerceklesirken, ekstrinsik kontrol OSS ile

saglanmaktadir (Sekil 2.5). ESS, tamamen organ duvarinda yer alir, 6zofagusta baslar ve
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aniise kadar devam eder. ESS, longitudinal ve sirkiiler kas tabakalar1 arasinda yer alan
myenterik pleksus (Auerbach pleksusu) ve submukozada yer alan submukozal
pleksustan (Meissner pleksusu) olusmaktadir. Myenterik pleksus temel olarak GI
hareketlerden sorumlu iken, submukozal pleksus ise baslica Gi salgilarm ve lokal kan
akimmin kontroliinden sorumludur. Bunun yani sira merkezi sinir sisteminden gelen
parasempatik ve sempatik uyarilar ESS’nin aktivitesini etkiler. Fakat GI kanaldaki
parasempatik ve sempatik sinirler kesilse bile motor ve salg1 islevi devam eder. GIS ve
merkezi sinir sistemi arasindaki ndral baglant1 efferent (otonomik) ve afferent (duysal)
mekanizmalar ile iki yonlii olarak ¢alismaktadir (Guyton ve Hall, 2013; Barret ve ark.,
2010; Boron ve Boulpaep, 2012).
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Sekil 2.5. Gastrointestinal sistemin innervasyonu (Furness 2012).
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2.9.1. Gastrointestinal Sistemin Otonomik Innervasyonu

GI kanalda genel olarak sempatik innervasyon inhibe edici, parasempatik innervasyon
ise uyarict niteliktedir. Agiz ve faringeal bolgeye giden birkag parasempatik lifi harig,
kranyal parasempatikler neredeyse tamamen vagus siniri i¢inde tasinmaktadir. Bu lifler
0zofagus ve mideyi yaygin bigimde, ince bagirsak, safra kesesi ve kolonun ilk yarismi
daha az innerve ederler. Sakral parasempatikler ikinci, tiglincii ve dordiincii sakral spinal
segmentlerden dogarlar ve pelvik sinirler iginde kolonun distal yarisina kadar ulasirlar.
Kolonun sigmoid, rektum ve anal bolimleri daha yogun parasempatik donanima
sahiptir. Parasempatik sistemin postganglionik ndronlar1 myenterik ve submukozal
pleksus i¢inde yerlesmislerdir ve parasempatik sinirlerin uyarilmasi ESS’nin tamaminda
genel bir aktivite artisina sebep olmaktadir (Guyton ve Hall, 2013; Boron ve Boulpaep,
2012).

GI kanalin sempatik lifleri medulla spinalisin T5-L2 segmentleri arasindan kaynaklanr.
Bagirsaklar1 innerve eden preganglionik liflerin ¢ogu medulla spinalisi terk ettikten
sonra medulla spinalisin yaninda yer alan sempatik zincir i¢ine girerler ve bu liflerin
biiyiik kismi bu zincirleri terk ederek ¢olyak ganglion, superior ve inferior mezenterik
ganglionlara dogru giderler. Sempatikler genel olarak, parasempatiklerde oldugu gibi
ag1z boslugu ve aniise yakimn bodlgelere yogun olarak dallar vermek yerine, Gi kanalin
tamamini innerve etmektedirler. Genel olarak sempatik sinir sisteminin uyarilmasi
parasempatik sistemin neden oldugu etkilerin aksine, GI kanalin aktivitesinde
baskilanmaya neden olur. Bu etki norepinefrinin diiz kas lizerine yaptig1 hafif baskilama
ve ESS noronlarina norepinefrinin giiglii baskilayici etkisiyle meydana gelmektedir.
Sempatik uyar1 GI kanalda peristaltizmi, kan akimin1 ve salgiy1 azaltir (Guyton ve Hall,
2013; Barret ve ark., 2010).

2.9.2. Gastrointestinal Sistemin Duysal innervasyonu

Ekstrinsik afferent duysal noéronlar (EPAN) GIS’den aldiklar1 duysal bilgileri merkezi
sinir sistemine tasimaktadirlar. Afferent liflerin merkezi sinir sistemine ilettikleri
mekanik, kimyasal ve termal degisiklikler neticesinde aglik, tokluk, bulanti, distansiyon
ve agrt hisleri meydana gelir. Vagal EPAN’larin yogunlukla aksonlarinin NTS’de

projeksiyonlart bulunurken, spinal EPAN’lar medulla spinalisin farkli segmentlerinde
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sonlanirlar. Vagal afferent sinirlerin govdeleri nodoz ganglionda yer alirken, spinal
primer afferent ndronlarin hiicre govdeleri dorsal kdk ganglionunda yer almaktadir.
Nodoz ganglionlar Gi kanalin rostrokaudal organizasyonu olarak da isimlendirilen
yumusak damak ve yutak haricinde kalan kisimlarin viserotropik innervasyonundan
sorumludur. Vagal EPAN’larin biiyiik bir kism1 myelinsiz C liflerinden olugur (Furness
ve ark., 1999). Spinal EPAN’lar, vagal EPAN’lardan farkli olarak afferent ileti
fonksiyonu disinda sinir sonlanmalarindan salgiladiklar1 CGRP, ndrokinin-A, nérokinin-
B ve substans P gibi lokal modiilatorler araciligiyla mukozal biitiinliigiin korunmasinda
rol oynarlar. Hiicre govdeleri ve aksonlar1 myenterik ve submukozal pleksus’ta yer alan
intrinsik primer afferent néron (IPAN)’lar ise sindirim kanalmin mukozal ve muskiiler
katmanlarini1 innerve edip, birbirleriyle ve ESS’nin motor, sekretomotor ve
interndronlartyla sinaps yaparlar. IPAN’lar bagirsak igerigindeki mekanik, kimyasal ve

gerimdeki degisikliklere cevaben intrinsik refleksleri baslatirlar (Holzer ve ark., 2001).

2.10. Santral Stres Devresi

Santral stres devresi, strese cevaben aktive olan, noéral aglarla birbirleriyle iliski
icerisinde olan beyin yapilarim1 ifade etmektedir. Bu beyin yapilarinin hiyerarsik
diizeninde en tepede lateral prefrontal korteks ve mediyal prefrontal korteks
(ventromediyal korteks, perigenual ve infragenual korteks) bulunmaktadir (Bhatia ve
Tandon 2005). Preforantal korteksten koken alan sinir lifleri daha ¢ok amigdala ve
hipotalamusa projekte olurlar. Daha sonraki projeksiyonlar ise agirlikli olarak 6n
beyinden PVN; orta beyinden periakuaduktal gri cevher yapilarindan koéken alir ve
sirastyla hipofiz bezi ve pontomediiller kavsakta sonlanir. Santral stres devresinin en son
ciktilar1 ise otonomik norotransmitterleri (norepinefrin ve epinefrin), néroendokrin
(HPA ekseni) ve agri modiilatér sistemi iceren ve emosyonel motor sistem olarak
adlandirilan noral devre tizerinde sonlanmaktadir (Holstege ve ark., 1996). Bu devrenin
negatif geri besleme ile diizenlenmesinde beyin sapindaki rafe niikleusundan yukari
cikan serotonerjik projeksiyonlar, LC’den koken alan noradrenerjik projeksiyonlar ve
dolagimdaki glukokortikoidler rol almaktadir (Herman ve ark., 2003; Bhatia ve Tandon
2005).
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Organizmanin strese cevabi birbiriyle baglantili beyin yapilar1 olan hipotalamus (PVN),
amigdala ve periakuaduktal gri cevher araciligiyla olugsmakta olup, bu bolgeler viseral ve
somatik afferent girdileri mediyal prefrontal korteks, anterior singulat ve insular korteks
gibi kortikal bolgelerden alir. Buradan ¢iktilar ise viicudun néroendokrin ve otonomik
cevaplarini diizenleyen alanlar olan hipofiz bezi ve pontomediiller kisima uzanmaktadir
(Mayer 2000; Jones ve ark., 2006). Santral stres devresinin ilgili bu ¢iktilar1 emosyonel
motor sistem (EMS) olarak da adlandirilmaktadir. Sonu¢ olarak, EMS néroanatomik
olarak viicudun igten ve distan gelen karisikliklara karst somatik, agr1 modiilasyonu,
otonomik ve noroendokrin cevaplarin diizenlenmesinde gorev alan efferent yolaklari
yonlendirir (Nieuwenhuys 1996; Mayer 2000). Genetik faktorler, erken yasam
deneyimleri ve tehdit edici ciddi yasam stres etkenleri gibi hassas faktorlere karsi
EMS’de bozulmus tepkiler meydana gelebilmektedir (Holstege 1992; Holstege ve ark.,
1996; Mayer 2000). Duygusal tepkilerin diizenlendigi limbik sistem, duygunun
islenmesinden sorumlu amigdala, frontal lobun orbital ve mediyal kisimlar1 ve son
olarak duygunun disa vurumundan sorumlu diensefalon ve 6n beyin EMS bilesenlerini

olustururlar (Holstege ve ark., 1996).

Tehdit edici bir uyaranin algilanmasi veya hayal edilmesiyle kortikal ve subkortikal
yapilarda uyarilma ve prefrontal kortekste aktivasyon s6z konusudur. Bu kortikal alanlar
limbik sistemde aktivasyona neden olmaktadir. Limbik sistemin bir pargasi olan
amigdala emosyonel hafiza ve emosyonel tepkilerin olusmasinda rol oynamaktadir.
Bunun yani sira endokrin ve OSS’nin kontroliinde de gorev almaktadir. Kortikal ve
limbik yapilardan inen projeksiyonlar basta LC olmak iizere, noradrenerjik hiicrelerin
aktivasyonuna neden olur (Huether 1996). Bununla beraber prefrontal korteks, amigdala
ve hipotalamusun uyarilmasi sonucu HPA eksen aktif hale geger (Huether ve ark.,
1999).

2.10.1. Stres Yanit1

Stres yaniti, fiziksel ve/veya psikolojik uyarilarin homeostazisi tehdit etmesiyle ortaya
c¢ikan bir durum olmakla birlikte giliniimiizde “cevresel degisimlere karsi viicudun
spesifik olmayan cevab1” olarak da tanimlanmaktadir (Aguilera ve ark., 2001;

Charmandari ve ark., 2005). Memelilerde strese karsi gelisen yanit, cesitli fonksiyonel
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ve yapisal degisiklikleri de beraberinde getirir. Bu degisiklikler, biyolojik savunma
sisteminin bir parcast olup merkezi sinir sistemi, endokrin sistem ve bagisiklik
sisteminin birbirleri ile olan kompleks etkilesimlerini igeren farkli mekanizmalar1 i¢inde
barindirir (Charmandari ve ark., 2005). Stresle ilgili ilk ¢alismalar ve tanimlamalar
Walter Canon (1914) ve Hans Selye (1936) tarafindan yapilmistir. Organizmanin akut
bir tehdit altinda olusturdugu sempatik sinir sisteminin ani aktivasyonu sonucu ortaya
cikan “savas ya da kag¢” yanit1 1915 yilinda W.Cannon tarafindan bilimsel literatiire
kazandmrilmistir. Stres terimi ise ilk olarak yaklasik 80 yil dnce Hans Selye tarafindan
organizmanin emosyonel ve fiziksel tehditlere kars1 gosterdigi nonspesifik tepki olarak
tanimlanmistir (Larauche ve ark., 2012). Selye stresin etkisinin her zaman olumsuz
olmadigini, eger stres organizmaya zarar veriyorsa distres, hafif siddette strese maruz
kalindiginda pozitif etkiler goriiliiyorsa Ostres ya da 6forik stres, negatif ya da pozitif
etkiler goriilmiiyorsa neustres ya da notral stres olarak tanimlamustir (Selye 1998).
Cevresel kosullarin degismesi, korku, agri, travma, agwr egzersiz, enfeksiyon, oksijen
kaynaginin azalmasi, yaralanma, yaniklar, aglik gibi faktorlerin yani sira yeni ortam,
odiiliin gecikmesi, cezanin hissedilmesi gibi psikolojik durumlar organizmada stres
yanitina neden olan temel stres faktorleri arasinda yer almaktadir (O'Connor ve ark.,

2000; Aguilera ve ark., 2001; Charmandari ve ark., 2005).

2.10.2. Strese Kars1 Gelisen Endokrin Yanit

Stres yanitinin temel noroendokrin bileseni HPA eksenidir (Sekil 2.6) (Chrousos 1998;
Bittencourt ve Sawchenko 2000). PVN, HPA ekseninin merkezi kontroliindeki en
onemli odaktir (Herman ve Cullinan 1997). CRF1 ve CRF2 olarak iki farkli tip
membran reseptorii tanimlanan CRF, stres durumunda adenohipofizdeki kortikotropik
hiicrelerde bulunan CRFRI reseptoriine baglanarak cAMP aracilifiyla ACTH salinimini
uyarrr (Charmandari ve ark., 2005). ACTH ise adrenal korteksten glukokortikoidlerin
salinmasma neden olur (O'Connor ve ark., 2000; Charmandari ve ark., 2005).
Insanlarda bulunan baslica glukokortikoid kortizol iken kemirgenlerde kortikosterondur
(Welberg ve Seckl 2001). Stres yanitinin olusumunda glukokortikoidler 6nemli bir yere
sahiptirler. Organizmanin stresle basa ¢ikabilmesi igin gerekli olan enerji ihtiyacini
giderecek substrat mobilizasyonunu saglamada islev goriirler. Bunun yani sira

katekolaminlerin salinimina yol acarlar ve kardiyovaskiiler sistemi aktive edip yasam
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icin acil sekilde gerekli olmayan bagisiklik, biiylime ve ilireme ile ilgili sistemleri

baskilarlar (O'Connor ve ark., 2000; Charmandari ve ark., 2005).

HPA ekseninin aktivitesi kandaki glukokortikoid miktarina bagli olarak negatif geri
bildirim mekanizmasi ile kontrol altindadir. Dolasimindaki serbest glukokortikoidler
hipotalamus PVN noronlarina ve hipofiz bezine etki ederek CRF ve ACTH
sekresyonunu inhibe ederler (Welberg ve Seckl 2001; Tsigos ve Chrousos 2002).
Glukokortikoidler bu inhibitor etkilerini hiicre i¢i reseptorler araciligiyla gerceklestirirler
(Sapolsky ve ark., 1990). Glukokortikoidlerin vyiiksek afiniteli mineralokortikoid
reseptorleri (tip I reseptor) ve disiik afiniteli glukokortikoid reseptorleri (tip 1l reseptor)
olmak {iizere iki reseptor alt tipi vardir. Mineralokortikoid reseptorleri beyinde lateral
septum ve hipokampus gibi smirl alanlarda bulunurken, glukortikoid reseptorleri ise
daha yaygin bir dagihm gostermektedirler. PVN, santral amigdala, hipokampus ve
LC’deki katekolaminerjik hiicreler gibi stresle ve kortikosteron geri bildirimiyle iliskili
olan alanlarda bulunmaktadirlar (Welberg ve Seckl 2001; Tsigos ve Chrousos 2002).
HPA eksen aktivitesinin kontroliinde 6zellikle hipokampusta bulunan kortikosteroid

reseptorlerinin etkisi nemlidir (Szuran ve ark., 2000).

Hipokampus Amigdala
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°°e° Glukokortikoidler

Sekil 2.6. Hipotalamik-hipofizer-adrenal (HPA) eksen (Hyman 2009).
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HPA ekseninin birincil aktivatorii olarak kabul edilen CRF’nin stres yanitinin
endokrin bilesenlerinin olusumunda ACTH sekresyonunu saglamasinin yani sira bagka
fonksiyonlar1 da bulunmaktadir. Deneysel ekzojen CRF uygulamasi bir takim endokrin
kaskadin tetiklenmesi disinda fizyolojik, norokimyasal ve davranigsal degisimlerin
ortaya ¢ikmasini saglamakta olup, bu degisimlerin 6nemli bir kismi hipofiz adrenal
sisteminden bagimsiz olarak meydana gelir. Akut veya kronik stres maruziyetini takiben
pek ¢ok beyin alaninda CRF seviyelerinde degisim yasandigi bilinmektedir (Koob ve
Bloom 1985; Dunn ve Berridge 1990; Arborelius ve ark., 1999). CRF, hipotalamik ve
hipotalamus disindaki alanlarda bulunan reseptdrlerine baglanarak strese karsi gelisen
davranigsal ve otonom yanitlarin ortaya ¢ikmasina aracilik eder (Chrousos 1998;

Aguilera ve Rabadan-Diehl 2000; Aguilera ve ark., 2001).

2.11. Stres Yamiti ve Oreksinler

Hipotalamik PVN hiicrelerinde oreksin reseptorlerinin varhigmin tespit edilmesi, ilk
olarak arastirmacilara oreksinlerin stres yanit1 ve HPA c¢ksen aktivasyonunda rolii
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Siganlarda yapilan ¢alismalarda, ekzojen santral OXA
uygulamasinin siganlarda plazma ACTH ve kortikosteron seviyelerini arttirdigi tespit
edilmistir (Hagan ve ark., 1999; Jaszberenyi ve ark., 2000; Kuru ve ark., 2000; Al-
Barazanji ve ark., 2001). Martins ve arkadaslar1 si¢anlarda 30 dakika siireyle zorlu
ylizdlirme stresinin serebrospinal sividaki OXA konsanstrasyonunu arttirdigini
gostermislerdir (Martins ve ark., 2004). Benzer sekilde si¢anlarda santral OXA
uygulamasi (3 pg, icv) ve 10 dakikalik zorlu yiizme stresine bagl artan plazma ACTH
seviyelerinin OX2 reseptdr antagonisti on uygulamasi ile ortadan kalktig1 gdsterilmis
olup, aymi calismada 10 dakika siireyle uygulanan zorlu yiizme stresine cevaben

LHA’daki oreksinerjik noronlarda c-Fos seviyelerinde artis tespit edilmistir (Chang ve
ark., 2007).

LHA’daki oreksinerjik hiicrelerden koken alan sinir lifleri PVN’de yiiksek yogunlukta
projeksiyon gostermekte olup (Cutler ve ark., 1999; Date ve ark., 1999), CRF
reseptorleri  LHA’daki oreksinerjik noronlarda eksprese edilmektedir (Winsky-
Sommerer ve ark., 2004). Bu morfolojik bulgular stres yanitinda oreksinerjik sistem

etkisinin CRF fizerinden ya da CRF’nin oreksinerjik sistem {izerinden etkinlik
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gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak takip eden yillarda
oreksinler ve CRF arasindaki santral diizeydeki iliskiyi inceleyen ¢alismalar yapilmistir.
Santral CRF mikroenjeksiyonu ve 1 saat siireyle uygulanan hareketsizlik stresinin
LHA’da bulunan oreksinerjik ndronlar1 aktive ederek prepro-oreksin  mRNA
ekspresyonunu arttirdigi tespit edilmistir (Ida ve ark., 2000). Ote yandan, siganlarda
santral OXA (10-30 pg, icv) uygulamasmmin PVN’deki CRF mRNA ekspresyonunda
artisa neden oldugu gosterilmistir (Al-Barazanji ve ark., 2001). Sakamato ve arkadaslar1
ise sicanlarda OXA (30 pg, icv) uygulamasindan 90 dakika sonra PVN ve santral
amigdaloid niikleustaki CRF ve c-Fos immiinoreaktivitesinde sirasiyla %96 ve %45
oranlarinda artig tespit etmislerdir. Ayni calismada 20 dakika siireyle uygulanan
hareketsizlik stresinden sonra LHA’daki oreksinerjik noronlarin %24 oraninda aktive
oldugu gosterilmistir (Sakamoto ve ark., 2004). Stricker-Krongrad ve arkadaslari
adrenalektomi uygulanmis siganlarda LHAdaki prepro-oreksin mRNA ekspresyonunun
kontrol grubuna gore %50 oraninda azaldigini, bu azalmanin 5 giin siireyle uygulanan
glukokortikoid tiirevi deksametazon ile ortadan kalktigmi gdéstermislerdir. Bu bulgular,
LHA’daki oreksinerjik aktivitenin stres yanitinin negatif geri bildirimi ile kontrol

edildigini gostermektedir (Stricker-Krongrad ve Beck 2002).

Oreksin noropeptid ailesinin 1998 yilindaki kesfinden 2004 yilina kadar gegen siirede
yapilan c¢alismalarda elde edilen morfolojik kanitlar hipotalamustaki stres devresinde
oreksinler ve CRF arasinda fonksiyonel bir iliski olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu
konuyla ilgili en detayli bulgular 2004 yilinda Winsky-Sommerer ve arkadaslarmin
calisgmasinda elde edilmistir (Winsky-Sommerer ve ark., 2004). Arastirmacilar s6z
konusu calismalarinda CRF immiinoreaktif terminallerin LHA’daki oreksin iireten
ndronlar ile temas halinde bulundugunu ve oreksinerjik noronlarin CRF’nin her iki tip
reseptoriinii eksprese ettigini gostermislerdir. Buna ilave olarak, LHA’dan elde edilen
kesitlerde CRF’nin oreksinerjik ndronlardaki membran potansiyelini ve atesleme
frekansim1 arttirdigini, CRF aracili olusan bu depolarizasyonun ise CRF reseptor
antagonisti astressin ile ortadan Kkalktigin1 gostermislerdir. Son olarak, akut strese
cevaben LHA’da gozlenen oreksinerjik noron aktivasyonunun CRFR1 knock-out

farelerde ortadan kalktigi tespit edilmistir (Winsky-Sommerer ve ark., 2004).
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2.12. Gastrointestinal Motor Fonksiyonlarda Strese Bagh Degisiklikler
Stres tiim organizmay: etkilemekle beraber 6zellikle GIS stresten etkilenen sistemlerin
basinda gelmektedir. Literatiirdeki mevcut bulgulara karsin, strese bagli bozulan GIS

motor fonksiyonlarin mekanizmasi giiniimiizde halen net olarak bilinmemektedir.

Santral CRF enjeksiyonu kemirgenlerde bagirsak motor fonksiyonlarinda stres ile iliskili
degisimlere neden olurken, CRF antagonistleri stres etkenlerinin etkilerini ortadan
kaldirmaktadir. CRF, tirokortin-1 ve tirokortin-2 santral yolla uygulandiklarinda mide
bosalimini inhibe ederler (Lee ve Sarna 1997; Kihara ve ark., 2001; Nakade ve ark.,
2005). Ote yandan, akut stresin mide bosalimini CRFR-2 ve periferal sempatik sinirler
araciligiyla inhibe ettigi bilinmektedir (Nakade ve ark., 2005; Masere C 2009). Akut
stres ve santral CRF’nin enjeksiyonu ince bagirsak motilitesini de mide bosalimina
benzer yolla HPA eksen aktivasyonundan bagimsiz olarak vagal efferent sinirler
araciligiyla inhibe ettigi gosterilmistir (Lenz ve ark., 1988a; Lenz ve ark., 1988b;
Williams ve ark., 1988). Akut hareket kisitlama stresi (HKS) ile olusan GI motilitedeki
degisikliklerin CRF antagonisti 6n uygulamasi ile ortadan kalkmasi endojen CRF’nin
strese bagli bozulan gastrointestinal motilitedeki roliinii gostermektedir (Lenz ve ark.,

1988a; Coskun ve ark., 1997; Nakade ve ark., 2006; Masere C 2009).

Kemirgenlerde yapilan caligmalarda akut stresin neden oldugu mide bosalimindaki
gecikmede santral CRF2 reseptorleri ve sempatik sinir sistemi rol alirken, kolon
motilitesinin artisinda santral CRF1 reseptorleri ve parasempatik sinir sisteminin rol
aldig1 gorisii yaygindir (Lenz ve ark., 1988a; Nakade ve ark., 2006; Masere C 2009;
Babygirija ve ark., 2010). Bu bulgulara karsim strese bagl bozulan iist GIS motilitesinde
etkinligi artan sempatik otonom desarjlarin yani sira etkinligi azalan vagal parasempatik
sinyallerin de rolii olduguna dair kanitlar bulunmaktadir (Gue ve ark., 1987; Tache ve
ark., 1987; Monnikes ve ark., 1992; Lee ve Sarna 1997; Kihara ve ark., 2001; Lewis
ve ark., 2002; Czimmer ve ark., 2006). Stresin neden oldugu gastrointestinal motor
degisikliklerde PVN’de artan CRF’nin rolii ortaya konmustur. PVN’deki CRF iireten
ndronlarm projeksiyon yaptig1 amigdala, Barrington niikleusu (BN), DMV, LC ve
RVLM strese baglh degisen gastrointestinal motor ve duysal fonksiyonlara aracilik eden
temel alanlardir (Lenz ve ark., 1988b; Yabana ve Yachi 1988; Bhatia ve Tandon 2005;
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Konturek ve ark., 2011). Ozellikle CRF2 reseptorii eksprese eden ndronlar barindiran
hipotalamik PVN ve DMV, beyinde CRF’nin etki bolgelerinin basinda gelmektedir
(Bittencourt ve Sawchenko 2000; Tache ve ark., 2001; Lewis ve ark., 2002). BN ve
LC den koken alan efferent sinirlerin DMV ve sakral parasempatik niikleusa (SPN)
projeksiyonlar1t bulunmaktadir. DMV, midede myenterik pleksus noronlartyla sinaps
yapan efferent sinir liflerinin kaynagidir. Stres durumunda PVN, LC ve BN’nin
aktivasyonu ile beraber mide bosaliminin inhibisyonu ve kolon transitinin stimiilasyonu

gerceklesmektedir (Sekil 2.7) (Tache ve Bonaz 2007).

Korteks

Locus
coeruleus

nucieus

-~ / \ "’," .‘." ;v ) ., .
‘-\ ( ( \| - ‘JL - >
! \\\/ A > —
\ NN i
Nt 0 / \ 3 . o
S Nt D s
R 2
1 y i/ ”
\ ey 4 . “\) /
i P 1/ Gastrik ",
A Vagus Siniri vagus siniri \
mP‘Jl\ / \ & 1 Pelvik Sinir
A 4 ) !
> < . / i Pelvik
e ENS G elvi
(/ \__)’ T ,r" ganglion

Ust GI organlar inen kolon

Sekil 2.7. Mide ve kolonik motor fonksiyonlarin sinirsel kontrolii. DVC: dorsal vagal kompleks; DMV:
vagusun dorsal motor niikleusu; PVN: paraventrikiiler niikleus; SPN: sakral parasempatik niikleus; ENS:
enterik sinir sistemi; AP: area postrema; GI: gastrointestinal;, mPVN: magnoseliiler PVN; pPVN:
parvoseliiler PVN; NTS: niikleus traktus solitaryus (Tache ve Bonaz 2007).

Nakade ve arkadaglar1 sicanlarda intrasisternal CRF uygulamasmnin doza bagimli olarak
katt mide bosalimini inhibe ettigini tespit etmis olup, bu inhibitdr etki guanitidin,
propranolol (beta blokorii) ve ¢olyak ganglionektomi uygulanmis sicanlarda ortadan
kalkarken, non-selektif a-adrenerjik reseptor blokorii fentolamin uygulamasinda bu etki
gozlenmemistir (Nakade ve ark., 2005). Ayni ¢aligmada 90 dk siireyle uygulanan stresin
mide bosalimini yavaglattig1 goriilmiis ve guanitidin, ¢olyak ganglionektomi ve CRF2R
antagonisti astressin,-B uygulamasi bu inhibitor etkiyi ortadan kaldrmigtir (Nakade ve
ark., 2005). Bu bulgular stresin mide bosalimmi CRFR-2 ve periferal sempatik sinirler
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araciligiyla inhibe ettigini gostermektedir. CRF’nin tip-2 reseptoriiniin bulundugu
NTS’den beyin sapindaki sempatik aktivitenin diizenlendigi bir¢ok alana projeksiyonlar
bulunmaktadir (Gilbey ve Spyer 1993; Bittencourt ve Sawchenko 2000). Ayrica, NTS
otonomik sinir sisteminin diizenlenmesiyle iliski bolge olan RVLM’ye de efferent
sinirlerini projekte etmektedir (Ross ve ark., 1985). RVLM, torakolomber spinal kordun
sempatik intermedyolateral boynuzuna projeksiyonlar gondermekte olup, buradan ¢ikan
noradrenerjik sinir lifleri ise ¢6lyak ganglionda sinaps yapip postganglionik lif olarak

mide duvarinda sonlanmaktadir (Luiten ve ark., 1985; McCall 1988).

Normal kosullarda, besinin mideye giriginin ardindan midenin proksimal kisminda zayif;
distal bolgede ise kuvvetli peristaltik dalgalar meydana gelir. Proksimal kisimdaki tonik
kasilmalar ile mide i¢ hacminin daralmasi sonucu besinlerin distal boliime ilerlemesi
gerceklesir. Antruma dogru dalgalarin kasilma giicii daha da artarak besinlerin karismasi
ve kimus formuna doniismesi saglanir. Her peristaltik dalga pilora ulastiginda pilorun
kasilip kapanmasi ile kimusun biiyiik bir kismi1 geri piiskiirtiiliir ve bu sekilde besinlerin
parcalanmasi ve karismasi saglanir. Icerik mideden duodenuma periyodik olarak bolus
seklinde aktarilir (Hunt 1983; Burks ve ark., 1985). Siv1 ve kat1 maddelerin mideden
bosalimi farkli mekanizmalar ile kontrol edilmekte olup, sivilar 6ncelikli olarak mide ve
duodenum arasindaki basing gradienti ile mideyi kat eder. Kati1 besin maddelerinin
bosalimi ise antrumdan pilora dogru yayilan giicli ve koordineli kasilmalar ile
gerceklesmektedir (Ishiguchi ve ark., 2002; Nakade ve ark., 2006). Sicanlarda yapilan
caligmalarda gerek hareket kisitlama stresi yiikklemesinin (Sekil 2.8A) gerekse santral
ekzojen CRF uygulamasmin (Sekil 2.8B) postprandial anto-pilorik kasilma
koordinasyonunu bozarak mide bosalimini yavaslattigi gosterilmistir (Martinez ve ark.,
1998; Nakade ve ark., 2005; Nakade ve ark., 2006). Strese bagli artan antral ve pilorik
kontraksiyonlarm genligi CRF reseptor antagonisti astressing-B ve guanitidin ile daha da
artty  gosterirken, atropin  (antikolinerjik, —muskarinik reseptér antagonisti),
heksametonyum  (antikolinerjik, nikotinik reseptor antagonisti) ve vagotomi
uygulamalarinda bu etki ortadan kalkmistir. Sonug olarak, bu bulgular siganlarda akut
stresin mide bosalimi iizerine inhibitor etkisini sempatik yolak disinda vagal kolinerjik

yolak tizerinden de gergeklestirebilecegini gostermektedir (Nakade ve ark., 2006).
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Sekil 2.8. Sicanlarda hareket kisitlama stresi (A) ve intra-sisternal CRF uygulamasmin (B) postprandial
antro-pilorik kasilmalara etkisi. Nakade ve arkadaslari’nin ¢alismasindan alinarak modifiye edilmistir
(Nakade ve ark., 2006).

2.13. Strese Bagh Gastrointestinal Motor Degisikliklerde Oreksinlerin Rolii

Literatiirde hipotalamik OXA ve CREF iligkisine ve stres yanitindaki etkilesimlerine
isaret eden bulgular olsa da, OXA’nin stres kosullarinda ortaya c¢ikan GI motor
degisikliklerdeki roliinii inceleyen c¢aligmalar yok denecek kadar azdir. Biilbiil ve
arkadaglarmm 2010 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada antral postprandial kasilmalarda
strese baglt gozlenen degisikliklerin OX1 reseptor antagonisti SB-334867 ile ortadan
kaldirilmasi santral oreksinerjik sistemin streste meydana gelen bu degisikliklerde rolii

olabilecegini diisiindiirmektedir (Bulbul ve ark., 2010a).

2.14. Hipotez
Stres kosullar1 altindaki sicanlarin mide motilitesindeki bozulma, beyinde iretimi artan

OXA’nin dogrudan ve CRF aracili etkisine baglidir.
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3. GEREC ve YONTEM

Calisma Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurul onay1
(B.30.2.AKD.0.05.07.00/133) ile Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Unitesinden temin edilen eriskin, erkek Wistar sicanlar {izerinde yapilmustir. Tel
kafeslerde standart laboratuar yemi ve musluk suyu ile beslenen siganlar deneye
baslamadan Once tartilarak canli agirliklar1 kaydedilmistir. Deneysel protokollerden dnce
hayvanlara 1 hafta siireyle giinliik olarak ele alma islemine tabi tutularak deneysel

kosullara adaptasyonlar1 saglanmistir.
3.1. Deney Gruplari

3.1.1. Mikrodiyaliz Cahsmasi
LHA’dan OXA analizi icin mikrodiyaliz

1. Grup: Kontrol + Tasiyic1 (aCSF) (n=10)
2. Grup: Hareket kisitlama stresi + Tastyict (aCSF) (n=10)

3. Grup: Hareket kisitlama stresi + Santral a-helikal CRFg_41 6n uygulamasi (n=10)
PVN’den CRF analizi icin mikrodiyaliz

1. Grup: Kontrol + Tasiyic1 (aCSF) (n=10)
2. Grup: Hareket kisitlama stresi + Tas1tyict (aCSF) (n=10)
3. Grup: Hareket kisitlama stresi + Santral SB-334867 6n uygulamasi (n=10)
3.1.2. Mide Bosalin Ol¢iimleri
1.Grup: Kontrol + Tastyic1 (aCSF) (n=10)
2.Grup: Santral a-helikal CRFg.41 uygulamasi (n=10)
3.Grup: Santral SB-334867 uygulamasi (n=10)
4.Grup: Hareket kisitlama stresi + Tasiyic1 (aCSF) (n=10)
5.Grup: Hareket kisitlama stresi + Santral a-helikal CRFg.4; 6n uygulamasi (n=10)
6.Grup: Hareket kisitlama stresi + Santral SB-334867 6n uygulamasi (n=10)
7.Grup: Hareket kisitlama stresi + Santral a-helikal CRFg41 ve SB-334867 6n

uygulamalar1 (n=10)
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3.1.3. Mide Motilite Calismasi
1.Grup: Kontrol + Tasiyic1 (aCSF) (n=7)
2.Grup: Santral a-helikal CRFg_s1uygulamasi (n=7)
3.Grup: Santral SB-334867 uygulamasi (n=7)
4.Grup: Hareket kisitlama stresi + Tasiyic1 (aCSF) (n=7)
5.Grup: Hareket kisitlama stresi + Santral a-helikal CRFg_416n uygulamasi (n=7)

6.Grup: Hareket kisitlama stresi + Santral SB-334867 6n uygulamasi (n=7)

7.Grup: Hareket kisitlama stresi + Santral a-helikal CRFg.4; ve SB-334867 on

uygulamalari (n=7)

3.1.4. Histolojik Calismalar

Hipotalamik OXA ve CRF arasindaki etkilesimin bazal ve stres kosullarinda arastirilmast
1.Grup: Kontrol + Tasiyic1 (aCSF) (n=5)
2.Grup: Hareket kisitlama stresi + Tasiyic1 (@CSF) (n=5)
3.Grup: Hareket kisitlama stresi + Santral a-helikal CRFg.4; 6n uygulamasi (n=5)

4.Grup: Hareket kisitlama stresi + Santral SB-334867 6n uygulamasi (n=5)

5.Grup: Hareket kisitlama stresi + Santral a-helikal CRFg.4; ve SB-334867 6n

uygulamalar1 (n=5)

Hareket Kisitlama Stresi (HKS): Sicanlarin gévdelerinin 90 dakika siireyle 6n ve arka

bacaklar1 hareket edecek sekilde 10x30 cm Olgiilerindeki diiz bir platform iizerine

sabitlenmesi ile gergeklestirilmistir (Sekil 3.1).

aCSF: Yapay serebrospinal s1vi

SB-334867: Selektif Oreksin tip-I reseptor antagonisti
a-helikal-CRFg.41: Non-selektif CRF reseptor antagonisti
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Sekil 3.1. Sicanlarin 90 dakika boyunca diiz bir platforma sabitlenmesi ile olusturulan hareket kisitlama
stresi (HKS).

3.2. Mikrodiyaliz

3.2.1. Cerrahi: Mikrodiyaliz igin gergeklestirilen kaniilasyon islemi izofloran anestezisi
altinda (%5°lik konsantrasyonda indiiksiyon baslatilip, %2,5 konsantrasyonda ve 200-
400 ml/dk akim hizinda devam ettirilmistir) ve stereotaksik aparat iizerinde
gerceklestirilmistir. Hayvanlar stereotaksik aparat iizerine sabitlendikten sonra kafa
bolgesine uygulanan orta hat insizyonunu takiben kas tabakalar1 ekarte edilip, kemiksel
cattya ulagilmistir. Paslanmaz celikten yapilmis 0,44 mm capindaki kaniil bregma
referans almarak rostro-kaudal (RK): -1,88 mm, mediyo-lateral (ML): 2,0 mm ve dorso-
ventral (DV): -7,4 mm koordinatlarinda lateral hipotalamusa yerlestirilirken, PVN i¢in
ise bu koordinatlar RK: 1,8 mm, ML: 0,3 mm, DV: 7 mm olarak uygulanmistir (Paxinos
1997). Kaniiller dental sement ve 1 adet mikro c¢apa vidast kullanilarak kafatasina
sabitlenmis ve insizyon 3.0 ipek dikis materyali kullanilarak kapatilmistir (Sekil 3.2).
Cerrahi islemi takiben gecen 7 giinliik toparlanma periyodu siiresince kaniiliin dig ortam
ile baglantisi icerisine yerlestirilen dummy kaniil araciligiyla kesilmistir. Polietilen
membranli, 1000 KDa molekiiler cut-off 6zelligindeki mikrodiyaliz problar1 deneyden

24 saat once LHA veya PVN’ye yerlestirilmistir.
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Sekil 3.2. Mikrodiyaliz i¢in gergeklestirilen stereotaksik cerrahi. A: hayvanin gergeveye sabitlenmesi, B:
kafa derisine uygulanan orta hat insizyonu, C: bregma referans alinarak elde edilen noktaya kaniiliin giris
deliginin agilmasi, D: rehber kaniiliin yerlestirilmesi, E: kaniiliin dental sement ile kafatasina sabitlenmesi,
F: kafa derisinin dikilip dummy kaniiliin yerlestirilip islemin tamamlanmasi.

3.2.2. Mikrodiyalizatlarin Toplanmasi: Deney giinii hayvanlar tabaninda talas altlik
bulunan pleksiglas mikrodiyaliz kafeslerine alinarak probun giris (enjeksiyon pompast)
ve ¢ikiglar1 (peristaltik pompa) 0,25 mm i¢ ¢apinda, 0,55 mm dis ¢apindaki florin etilin
propilen (FEP) tiip ile saglandiktan sonra 2 saat siireyle 1 pl/dk hizda perfliizyon
gerceklestirilmistir (Sekil 3.3). Mikrodiyalizatlarin toplamasi 2 saatlik stabilizasyon
periyodunun ardindan baslatilmis olup, ornekler 0.5 pl/dk perflizyon hizinda buz
iizerindeki ependorf tiipler i¢inde toplanmistir. Toplanan Ornekler biyokimyasal
Slgtimler  yapilana kadar -80°C’de  saklanmustir. Mikrodiyaliz ~ &rneklerinin
toplanmasindan 48 saat sonra LHA ve PVN bdlgelerine yiliksek konsantrasyonda (100
mM) KCl igeren aCSF ile perfiizyon uygulanarak ikinci bir mikrodiyalizat toplanmistir.

Mikrodiyaliz isleminin ardindan Kaniilasyon alanlar1 prob igerisinden 10 dk siireyle
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%1’lik metilen mavisi gecirilerek isaretlenmistir. Ardindan histolojik dogrulama

amaciyla hayvanlar feda edilip beyinleri ¢ikarilmistir.

= [

- -— — J

enjeksivon pompasi

peristaltik pompa cikay (outlef)

divalizat kollektorii

mikrodiyaliz probu

Sekil 3.3. Mikrodiyaliz i¢in kullanilan deneysel diizenek.

3.3. Mide Bosalimi Ol¢iimii

Mide bosalimi i¢in 24 saat a¢ birakilan si¢anlara onceden tartilmis 1.6 g agirhgindaki
pelet yemler verilmistir. Peletlerin tiiketilmesini takiben gecen 90 dakika sonunda
hayvanlar izofloran anestezisi altinda eksanguinasyon ile feda edilerek mideleri
¢ikarilmis ve mide igerikleri agirlig1 6nceden hesaplanmis tartim kaplarina alinarak oda
1s1sinda 72 saat kurutulmustur. Kurutma islemi sonunda mide igerikleri tartilip baslangig
agirligina oranlanarak, mideyi terk eden kisim asagida verilen formiile gore yiizde (%)

olarak ifade edilmistir.
Mide Bosalimi (%) = 1- (Kurutulan icerik agirligi | tiiketilen total pelet agirligr) x 100

3.4. Mide Motilitesi Kaydi

3.4.1. Transdiiser Hazirlanmasi: 120 Ohm resistansa sahip strain gage’ler, 0,127 mm
kalinligindaki bakir folyodan T-seklinde kesilen kaliplar tizerine siyanoakrilat sement ile
yapistirilip preslendikten sonra tizeri medikal implant sinifinda silikon ile ince bir tabaka
halinde kaplanip 24 saat oda 1sisinda kurumaya birakilmistir. Strain gage kablolar

gerekli olgiide kisaltilip 24G kalinligindaki silikon tiip i¢inden gegirilerek kablolarin
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uclarma soketler lehimlenmistir. Sicak tutkal ile kaplanan soketler oda 1sisinda
kurumaya birakilmistir (Sekil 3.4). Strain gage transdiiserlerin her biri yerlestirilmeden

once numaralanarak 5 g agirliga karsi kalibre edilmistir.

A o D

N :/.

i A

Sekil 3.4. Strain gage transdiiSer yapim asamalari. A: Strain gage ve bakir levhadan hazirlanmis kalip
materyal, B: Strain gage’in T-seklinde bakir folyoya yapistirilmasi ve silikon tiip igerisine alinmasi, C:
Strain gage kablo uglarininin soket ile lehimlenmesi ve sicak tutkal ile kapatilmasi, D: Yerlestirilmeye
hazir hale gelmis transdiiser.

3.4.2. Transdiiser Yerlestirilmesi: 18-24 saat a¢ birakilmis hayvanlarm karin bolgesi
izofloran anestezisi altinda orta hat insizyonu ile agilarak mide ekspoze edilmistir. Tki
adet strain gage transdiiser antrum ve pilora serozal olarak 5.0 ipek ile yerlestirilmistir
(Sekil 3.5). Karin duvari kapatilarak transdiiserler deri altindan ilerletilip inter-skapular
bolgeden disar1 ¢ikarilarak 3.0 ipek ile cilt lizerine sabitlenmistir. Transdiserlerin zarar
gormemeleri icin hayvanlara post-operatif donemde 06zel bir koruyucu ceket

giydirilmistir.

Sekil 3.5. Transdiiser cerrahi islemi. A: Insizyonu takiben midenin ekspoze edilmesi, B: Transdiiserlerin
serozal olarak yerlestirilmesi, C: Transdiiserlerin deri altindan ¢ikarilmasi.

3.4.3. Motilite Kaydi: Yedi giinliik toparlanma periyodunun ardindan, 18-24 saat ag
birakilan hayvanlar kayit icin pleksiglas materyalden yapilmig kafeslere alinip
transdiiserler “bridge amplifier” ve kayit sistemine (PowerLab 8/35) baglanarak kayit
islemi baslatilmistir (Sekil 3.6). Belirli bir siire aglik motor patern kaydi alindiktan sonra

sicanlara 1.6 g agirhigindaki pelet yemler verilmistir. Yem tiiketimini takiben olugsacak
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olan koordineli antro-pilorik kasilmalar gozlenilmis, ardindan santral enjeksiyonlar
gerceklestirilmistir. Enjeksiyonu takiben gegen 15 dakika siire sonunda hayvanlar 90
dakikalik HKS uygulamasina alinarak stres ve stres sonrasi donemde antro-pilorik
kasilmalar kaydedilmistir. Motilite kayitlarinin analizi “LabChart” yazilim programi
araciligiyla 50 hz diisiik frekans filtre uygulanarak gerceklestirilmis olup, kayitlarda
stres ile stres Oncesi donem kiyaslanarak % degisim olarak ifade edilmistir. Motilite

index analizi egri alt1 kalan alan hesaplanarak analiz edilmistir.

Sekil 3.6. Serbest hareket eden uyanik siganlar i¢in olusturulan motilite kayit diizenegi.

3.5. Santral Ila¢ Uygulamalan

3.5.1. intraserebroventrikiiler (icv) kaniilasyon

Mikrodiyaliz, mide bosalimi ve motilite kaydi c¢aligmalarinda kullanilacak tiim
hayvanlarda santral aCSF, SB-334867, a-CRFg.41, OXA ve CRF uygulamalari i¢in
intraserebroventrikiiler (icv) kaniilasyon yapilmistir. Bunun igin izofloran anestezisi
altinda kafa bolgesine uygulanan orta hat kesisinin ardindan kas ve bag doku ekarte
edildikten sonra kemiksel ¢atiya ulasilip bregma a¢iga ¢ikarilmistir. 24 G kalinhigindaki
steril plastik kaniil 0,8 mm RK; ve 1,4 mm ML koordinatlarinda agilmis delikten 4 mm
ventral yonde ilerletilip dental sement ile kafatasina sabitlenmistir. Kaniilasyon mide
motilitesi ve mikrodiyaliz grubundaki cerrahi islemlerle ayni1 anda yapilmistir.
Cerrahiden 24 saat sonra kaniilasyonun dogrulanmasi i¢in hayvanlara Angiotensin II 150
ng/5 ul konsantrasyonda enjekte edilerek olusan pozitif dipsojenik etki gdzlemlenmistir.

Enjeksiyonu takiben 2 dakika siire i¢inde su igme davranigi gosteren sicanlar deney
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gruplarina dahil edilmis, 120 saniyenin lizerinde latans gosteren hayvanlar ise deney dis1

birakilmistir.

3.5.2. Intraserebroventrikiiler flac Uygulamalan

Bir haftalik toparlanma periyodunun ardindan deney giinii OXI1R antagonisti SB-
334867, non-selektif CRF reseptor antagonisti a-helikal-CRFg.43, OXA ve CRF siganlara
icv olarak uygulanmistir. SB-334867 40 ug (Nozu ve ark., 2012; Sinen ve ark., 2015);
a-helikal-CRFg.41 30 pg (Coskun ve ark., 1997); OXA 20 pg (Bulbul ve ark., 2010b) ve
CRF 1 pg dozda (Tache ve ark., 1987) 5 ul hacim igerisinde 33G kalmligmdaki
enjeksiyon kaniiliine polietilen borucuk ile bagli bir Hamilton siringasi ile uygulanmistir.
Tas1yici olarak yapay serebrospinal sivi (aCSF) 5 pl hacimde uygulanmistir. Enjeksiyon
islemi 1 dakika siiresince yapilmis olup, uygulama sonrasi enjeksiyon kaniilii 30 saniye
icv kaniil igerisinde bekletilerek ¢ozeltinin ventrikiil i¢ine difiize olmasi saglanmistir.

Tiim icv enjeksiyonlar stres yliklemesinden 30 dk dnce gerceklestirilmistir.

3.6. Plazma kortikosteron oél¢iimleri: Kortikosteron olgiimleri HKS ve antagonist
uygulamalarmin ardindan toplanilmig periferal (abdominal aort) kan 6rneklerinde EIA

yontemi ile ticari kit kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.7. Mikrodiyaliz 6rneklerinde OXA ve CRF él¢iimii: -80°C’de saklanan hipotalamik
mikrodiyalizatlar buz {lizerinde ¢ozdiiriilerek 6rneklerdeki OXA ve CRF seviyeleri ticari
kit kullanilarak EIA yontemiyle 6l¢tilmiistiir.

Prensip: Yontem kit icerisinde bulunan isaretli peptid ile Olgiimii yapilan peptid

arasindaki yarigsmay1 temel alan bir antijen-antikor reaksiyonudur.

Islemler: OXA, CRF ve CORT Kkitleri ile mikrodiyalizatlar oda 1sisia getirildikten

sonra,

1- Primer antikor, biyotinlenmis peptit, pozitif kontrol (PK), total baglanma (TB),
streptavidin horseradish peroksidaz (SA-HRP) ve standart tiipleri hazirlanmustir.

2- Standartlar (0,01-100 ng araliginda) sulandirilmig ve standart kuyularmna eklenmistir.

3- TB kuyularina 50 pL sulandirict buffer eklenmistir.

4- PK kuyularma 50 pL rehidre olmus pozitif kontrol eklenmistir.

5- Mikrodiyalizatlar kalan diger kuyulara 50 pL hacimde eklenmistir.
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6- Blank kuyularinin digndaki tiim kuyulara 25 pL rehidre olmus primer antikor
eklenmistir.

7- Blank kuyularinin disindaki tiim kuyulara 25 pL rehidre olmus ve biyotinlenmis
peptit eklenmistir.

8- Kuyularn iistii kapatilarak 2 saat oda 1sisinda (20-23°C) inkiibe edilmistir.

9- Tim kuyular 4 x 350 uL hacimde yikandiktan sonra 100 uL SA-HRP soliisyonu
eklenmistir.

10- Kuyularmn iistii kapatilarak 1 saat oda 1s1smda (20-23°C) inkiibe edilmistir.

11- Tiim kuyular 4 x 350 puL hacimde tekrar yikandiktan sonra 100 uLL TMB soliisyonu
eklenmistir.

12- Kuyularmn iistii 1s1ktan korunacak sekilde kapatilarak 1 saat oda 1sisinda (20-23°C)
inkiibe edilmistir.

13- Reaksiyonun durdurulmasi i¢in kuyulara 100 pL hidroklorik asit eklenmistir.

14- 450 nm dalga boyunda “microplate” okuyucu ile okuma yapilmistir.

15- Standart grafigi ¢izilmis ve bu grafige baglh olarak 6rneklerdeki OXA miktar1 pg/ml,
CRF ve CORT miktarlar1 ise ng/ml seklinde hesaplanmustir.

3.8. Kan Basmeci Olgiimii: invazif olmayan tail cuff yontemiyle kuyruk arterlerinden
Olciilmiistiir. Kuyruga gecirilen halka seklindeki basing probundan alinan sinyaller MP
150 veri toplama sistemi ve MAY-BPHR 9610-PC iinitesi araciligiyla bilgisayar
ortamina aktarilmistir. Her sigan i¢in Acknowledge 3.8 paket programu araciliiyla en az
ti¢ basing trasesi enjeksiyon dncesi ve sonrasi donemde kaydedilmis, sonuglar ortalama

arteryal basing (mmHg) olarak ifade edilmistir.

3.9. immiinohistokimya

3.9.1. Immiinohistokimya Teknigi icin Doku Hazirlanmasi

Mide bosalimi ¢aliymasinda kullanilan hayvanlara yapilan transkardiyak perflizyon
isleminin ardindan ¢ikarilan beyin dokular1 %10’luk formalin fiksatifine almmustir.
Dokular 1 gecelik fiksasyonun ardindan %70, %80, %90’lik alkollerde 24 saat
bekletilmis ve en son %]100°lik alkolde 3 saat tutularak dehidratasyon islemi

gerceklestirilmistir. Ksilol icerisinde birka¢ saniye bekletilerek seffaflastirilan dokular
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58°C’lik etiivde, 3 defa 1’er saat parafinize edilmistir. 3. saatin sonunda dokular temiz

parafine gomiilerek parafinin oda 1sisinda donmasi saglanmustir.

3.9.2. Immiinohistokimya Protokolii

In vivo deneyler igin doku bloklarindan alman 5 um kalinligindaki kesitler superfrost
(manyetik olarak statik) lamlar iizerine alinarak 1 gece boyunca 37°C’lik etiivde
bekletilmistir. Deparafinizasyon i¢in iki kere 10’ar dakika ksilollerden gecirilmis ve her
birinde 5 dakika olmak kaydiyla %100, %90, %80, %70’lik alkol serilerinden
gecirilerek rehidrate edilmistir. Kesitler distile suda calkalanmis ve fosfat tamponlu tuz
cozeltisinde (PBS; pH: 7.2-7.4) l¢ kez 5 dakika siireyle yikanmustir. Antijenik
maskelenmenin giderilmesi amaciyla, kesitler 200 ml sitrat tamponuna (pH:6.0)
konularak mikrodalga firinda 6 dakika 750W’ta kaynatilmistir. Mikrodalga firin1 disina
alinan kesitler 20 dakika oda 1s1sinda sogumaya birakilmistir. Hidrofobik kalemle etrafi
cizilen kesitler, distile sudan ve ardindan PBS’ten 5’er dakika siirelerle gegirilmistir.
Kesitler endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in metanolle hazirlanmis %3 liik
hidrojen peroksit soliisyonunda 20 dk inkiibe edilmistir. Kesitler PBS ile 3 kez 5’er
dakika yikandiktan sonra spesifik olmayan immunoglobulin (Ig) baglanmalarini
Onlemek amaciyla bloklama solusyonu ile 5 dakika muamele edilmistir. Bloklama
soliisyonu uzaklastirilarak kesitler anti-Oreksin A (1:200) ve anti-CRF (1:200) primer
antikorlari ile + 4°C’de gece boyu inkiibe edilmistir. Negatif kontrol kesitlerine primer
antikor yerine izotip kontroller uygulanmistir. Kesitler inkiibasyon sonunda PBS ile {i¢
defa beser dakika yikanmistir. Daha sonra sirasiyla, 30 dakika biyotinlenmis anti- tavsan
sekonder antikoru ile inkiibe edilmis ve 3 kez 5’er dakika PBS ile yikamanin ardindan
20 dakika streptavidin peroksidaz kompleksi ile oda 1sisinda inkiibe edilmesi
saglanmigtir. Daha sonra 3 kez 5’er dakika PBS ile yikanan kesitler DAB ile 2-5 dk
inkiibe edilmis ve kesitler distile suya alinmistir. Daha sonra Mayer hematoksilen ile 10
sn zit boyama uygulanarak ve akar musluk suyunda yikanmilmistir. Kesitler gliserol
jelatini kapatma soliisyonu ile kapatilmis, Axioplan 151k mikroskobunda (Zeiss,
Almanya) farkli gruplara ait kesitlerdeki anti-Oreksin A ve anti-CRF

immiinoreaktiviteleri tespit edilip, incelenerek fotograflanmustir.
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OXA ve CRF boyanma yogunluklar1 40X objektif biiyiitmesinde ¢ekilmis fotograflardan
IMAGEJ yazilim programi araciligiyla analiz edilmistir. Program, hiicresel boyanma
yogunluklarmin kirmizi renkte tespit edilmesi ve olusan kirmizi renklerin toplam
alandaki yiizdesini vermektedir (Sekil 3.7). Gruplardaki boyanma yogunluklar1 aCSF

grubuna gore % degisim olarak ifade edilmistir.

Sekil 3.7. IMAGEJ yazilim programi ile reaktivite yogunluk analizi. Kirmizi renk hiicresel reaktivite

yogunlugunu gostermektedir.

3.10. Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Mikrodiyaliz, mide bosalim1 ve
plazma kortikosteron sonuglarinin analizi i¢in “Tek yonlii varyans analizi (ANOVA)” ve
ikili karsilastirmalar i¢in “Tukey Post Hoc” testi kullanilirken, mide motilitesi ve
immunohistokimyasal sonuglarin degerlendirilmesinde ise “Kruskal Wallis” testi ve ikili
karsilagtirmalar i¢in “Mann-Whitney U” testi kullanilmigtir. Kan basinci 6lgiimlerinin
analizi i¢in ise eslestirilmis t-testi kullanilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Mikrodiyaliz ve icv Kaniilasyon I¢in Giris Koordinatlariin Tespiti
Deney gruplarinda mikrodiyaliz islemi sonrast hayvanlardan elde edilen giris

koordinatlar1 ve histolojik dogrulanmasi Sekil 4.1°de; icv kaniilasyonun histolojik ve
makroskopik dogrulanmasma iliskin veriler Sekil 4.2°de sunulmustur. Histolojik
degerlendirme sonucunda LHA ve PVN smirlar1 disginda kalan alanlardan elde edilen

veriler deney haricinde birakilmis ve hesaplamalara dahil edilmemistir.
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Sekil 4.1. Deney gruplarinda mikrodiyaliz i¢in gergeklestirilen kaniilasyonlarin dagilimi. A, C; LHA ve
PVN’ye uygulanan kaniilasyonlar. Siyah dairesel isaretler LHA ve PVN sinirlart igersinde kalan; kirmizi
carpi isaretleri ise bu alanlarin disinda kalan kaniilasyonlar1 ifade etmektedir. isaretlemeler 2 mm
uzunlugundaki prob membranmin olusturdugu lezyonun orta noktast baz almarak yapilmustir. B, D; LHA
ve PVN’deki kaniilasyonlarm histolojik dogrulamasi. Perfliize edilen metilen mavisi soliisyonunun
kalmtilart LHA ve PVN sinirlart igerisinde goriilmektedir. PVN: paraventrikiiler niikleus, LHA: lateral
hipotalamik alan, 3V: tiglincii ventrikiil. Skala bar: 200 pm.
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Sekil 4.2. icv kaniilasyonun histolojik (A, B) ve makroskopik (C, D) dogrulamasi. Histolojik kesitlerde
sag lateral ventrikiile uygulanan kaniilasyonun neden oldugu doku hasar1 goériilmektedir. Makroskopik
dogrulamada metilen mavisi soliisyonunun ventrikiiler sistemdeki dagilimi sagittal (C) ve koronal (D)
kesitlerde gosterilmistir. LV: lateral ventrikiil. Skala bar: 500 pm.

4.2. Mikrodiyaliz

Mikrodiyaliz calismasinda 90 dk siireyle HKS uygulanan siganlardan elde edilen
mikrodiyalizatlarda OXA seviyeleri stres (14,07 £ 2,99 pg/ml; p<0.05) ve stres sonrasi
periyotta (68,49 + 9,45 pg/ml) bazal kosullara altinda elde edilen mikrodiyalizatlara
(5,16 = 0,95 pg/ml) gore anlaml derecede (p<0.01) yiiksek bulunmustur (Sekil 4.3A).
CRF antagonisti a-helikal CRFg4; On uygulamasi, strese baghh LHA’da artan OXA
seviyelerini (3,85 + 2,71 pg/ml) anlamli derecede (stres sirasinda p<0,05; stres

sonrasinda p<0,01) engelleyerek kontrol seviyelerine ¢ekmistir (Sekil 4.3B).
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Sekil 4.3. LHA’dan elde edilen mikrodiyalizatlarda 6lgiilen OXA seviyeleri. A: aCSF 6n uygulamasi ile

elde edilen OXA seviyeleri, B: Non-selektif CRF reseptor antagonisti a-helikal CRFg4; (30 pg, icv) 6n
uygulamast ile elde edilen OXA seviyeleri. C: A ve B ¢izgi grafiklerinin histogram seklinde gdsterimi.
aCSF: yapay serebrospinal sivi; HKS: hareket kisitlama stresi. *p<0.05, **p<0.01 HKS oncesine gore;
#p<0.05, ##p<0.01 aCSF grubuna gore istatistiksel farki isaret etmektedir. Tim gruplarda n=10.
Istatistiksel analiz; student t-testi.

PVN’den elde edilen mikrodiyalizatlardaki CRF seviyeleri, HKS’ye cevaben stres
yiiklemesi esnasinda (14,79 + 3,29 ng/ml) ve stres sonrasinda (19,24 + 4,05 ng/ml)
anlamli derecede (p<0.01) artis gdstermis olup, bu artig OX1R antagonisti SB-334867
on uygulamasi ile ortadan kalkmustir (1,20 £ 0,25 ng/ml; p<0,01) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. PVN’den elde edilen mikrodiyalizatlarda olglilen CRF seviyeleri. A: aCSF 6n uygulamasi
sonrasinda elde edilen 6rneklerdeki CRF seviyeleri, B: OX1R antagonisti SB-334867 (40 pg, icv) 6n
uygulamasi sonrasinda elde edilen 6rneklerdeki CRF seviyeleri. C: A ve B ¢izgi grafiklerinin histogram
seklinde gosterimi. aCSF: yapay serebrospinal sivi; HKS: hareket kisitlama stresi. **p<0.01 HKS
oncesine gore; ##p<0.01 aCSF grubuna gore istatistiksel farki isaret etmektedir. Tiim gruplarda n=10.

Istatistiksel analiz; student t-testi.

Mikrodiyaliz 6rneklerinin toplanmasindan 48 saat sonra LHA ve PVN bdlgelerine

yiiksek konsantrasyonda (100 mM) KCI igeren aCSF ile perfiizyon uygulanmistir. Bu

alanlardan KCI uyarmmu ile elde edilen 6rneklerdeki OXA ve CRF seviyelerinde anlaml

derecede (OXA igin p<0.01; CRF igin p<0.001) artis tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Yiksek konsantrasyonda potasyum kloriir (100 mM) iceren aCSF perfiizyonu ile LHA’dan elde
edilen mikrodiyalizatlarda 6lgiilen OXA (A) ve PVN’den elde edilen mikrodiyalizatlarda 6lgiilen CRF (B)
seviyeleri. aCSF: yapay serebrospinal sivi. **p<0.01; ***p<0.001 aCSF grubuna gore farki isaret
etmektedir. Tiim gruplarda n=10. Istatistiksel analiz; student t-testi.

4.3. Plazma Kortikosteron Seviyeleri
OXA ve CRF’nin strese bagli gelisen ndro-endokrin yanittaki etkilerini incelemek

amaciyla plazma kortikosteron seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Doksan dakika siireyle HKS
uygulanan siganlardan elde edilen kan Orneklerinde plazma kortikosteron seviyeleri
(3045,9 + 318,1 ng/ml) kontrol grubuna gore (11,8 + 4,4 ng/ml) anlamh (p<0.001)
derecede yiiksek bulunmustur. SB-334867 (81,4 = 39,9 ng/ml) ve a-helikal CRFg.4;
(34,4 £ 17,6 ng/ml) 6n uygulamasi strese bagli artan plazma kortikosteron seviyelerini
anlamli sekilde (p<0.001) azaltmustir. Antagonistlerin beraber uygulandig1 hayvanlardan
elde edilen Orneklerdeki Kortikosteron seviyeleri (21,1 + 4,61 ng/ml) kontrol
seviyelerine gerilemistir. Her iki antagonistin bazal kosullardaki santral uygulamalari

plazma kortikosteron seviyesinde anlamli bir etkiye neden olmamustir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Plazma orneklerinde oOlgiilen kortikosteron seviyeleri. ***p<0.001 aCSF grubuna gore;
#i##p<0.001 HKS grubuna gore istatistiksel fark: ifade etmektedir. aCSF: yapay serebrospinal sivi; HKS:
hareket kisitlama stresi. Tiim gruplarda n=10. Istatistiksel analiz; student t-testi.

4.4, Mide Bosalim

Stres uygulanmayan kontrol sicanlarinda %61,42 + 9,15 olarak tespit edilen kat1 mide
bosalimi, HKS yiiklemesi sonucu anlamli derecede (p<0.001) yavaslayarak %25,13 +
3,86 olarak Ol¢iilmiistiir. Santral OX1R antagonisti SB-334867 ve CRF antagonisti a-
helikal CRFg.41 6n uygulamalarit HKS’nin mide bosalimi {izerine olan yavaslatici etkisini
anlamli olarak (SB-334867 i¢in %42,95 + 4,65; p<0.01; a-helikal CRFg.4; i¢in %49,28 +
3,98; p<0.01) diizelttigi saptanmustir. Ote yandan, her iki antagonistin birlikte
uygulandig1 hayvanlarda ise mide bosalimmin HKS’ye bagh olarak yavaslamasi

tamamen ortadan kalkmustir (%55,98 + 3,8; p<0.001) (Sekil 4.7).

Endojen OXA ve CRF’nin mide bosalimi {izerine olan santral etkisini incelemek
amaciyla stres uygulanmayan bazal kosullardaki hayvanlara uygulanan CRF antagonisti
a-helikal CRFg.41 mide bosalimi {izerine herhangi bir etki gdstermezken (%60,8 + 4,3),
OX1R antagonisti SB-334867 uygulamasi mide bogalimini kontrol grubuna gére anlamli
olarak (%37,95 + 2,06; p<0.05) azaltmistir (Sekil 4.7).

Ekzojen OXA ve CRF’nin etkileri degerlendirildiginde, santral CRF uygulamasi kat1
mide bosalimini kontrol grubuna gére anlamli olarak (p<0.05) yavaslatirken (9%34,98 +
1,22), santral OXA uygulamasi ise mide bosalimmi anlamli derecede (p<0.05)
hizlandirmustir (%76,5 £ 5,71) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. Sicanlarda OX1R antagonisti SB-334867 (40 pg, icv) ve non-selektif CRF antagonisti a-helikal
CRFg.4; (30 pg, icv) 6n uygulamalarinin hareket kistlama stresine (HKS) bagli azalan mide bosalimma
etkisi. aCSF: yapay serebrospinal sivi. *p<0.05; ***p<0.001 aCSF grubuna gore; ##p<0.01; ###p<0.001
HKS grubuna gére istatistiksel farki ifade etmektedir. Tiim gruplarda n=10. Istatistiksel analiz; student t-
testi.
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Sekil 4.8. Stres uygulanmayan bazal kosullardaki si¢anlarda santral ekzojen CRF (1 pg, icv) ve OXA (20
pg, icv) uygulamasinin katt mide bosalimima etkisi. aCSF: yapay serebrospinal sivi. *p<0.05 aCSF
grubuna gore farki isaret etmektedir. aCSF ve OXA grubunda n=10; CRF grubunda n=6. Istatistiksel
analiz; Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U testi.

4.5. Kan Basimer Ociimleri
Santral ekzojen OXA uygulamasi (20 pg, icv) ortalama arteriyal kan basincini aCSF

uygulamasi sonrasi yapilan dlgiimlere gére anlamli derecede (p<0.01, n=9) arttirmustir.
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aCSF uygulamasi sonrasi elde edilen kan basinci degerleri 109,72 mmHg olarak
Olctiliirken, bu dlglimden 10 dk sonra santral yolla (icv) uygulanan OXA sonucu kan

basinci degerleri 117,77 mmHg seviyesine ¢ikmustir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Sicanlarda santral ekzojen OXA (20 pg, icv) uygulamasinin ortalama arteriyal basinca etkisi.
Tiim gruplarda n=9.Istatistiksel analiz; Eslestirilmis t-testi

4.6. Mide Motilitesi

4.6.1. Bazal Kosullarda Postprandial Mide Motilitesi
Santral yolla (icv) uygulanan aCSF, a-helikal CRFg.41 Ve SB-334867 nin Serbest hareket

eden uyanik siganlarda kaydedilen spontan antro-pilorik postprandial kasilmalara etkisi
Sekil.4.10°da verilmistir. aCSF ve a-helikal CRFg.4; uygulamalar1 besin tiiketimini
takiben ortaya ¢ikan postprandial kasilmalarda bir degisime neden olmazken, SB-
334867 uygulamasi ile postprandial kasilmalarm yaklasik olarak 30 dk siireyle inhibe

oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.10. Normal kosullarda aCSF (A), non-selektif CRF antagonisti a-helikal CRFg.4; (30 pg, icv) (B)
ve OX1R antagonisti SB-334867 (40 pg, icv) (C) uygulamalarinin antro-pilorik postprandial kasilmalara
etkisi. aCSF: yapay serebrospinal sivi.

4.6.2. Stres Kosullarinda Postprandial Mide Motilitesi
Stres durumunda santral uygulanan aCSF, o-helikal CRFg4 Vve SB-334867

uygulamalarinin antro-pilorik postprandial kasilmalara etkisi Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de
verilmistir. HKS uygulamasi besin tiiketimini takiben ortaya ¢ikan spontan postprandial
kasilmalarin genlik ve frekansini arttirak yiliksek frekansh diizensiz bir motor patern
olusumuna neden olmaktadir (Sekil.4.11A) Buna karsin, a-helikal CRFg.4; ve SB-
334867 antagonistlerinin 6n uygulamalar1 postprandial motilitede HKS’ye bagli olusan
degisimleri belirgin sekilde zayiflatmustir (Sekil.4.11B, C). Ote yandan, Sekil 4.11D’de
her iki antagonistin birlikte uygulandigi grupta HKS’nin postprandial motilite tizerine

olan etkilerinin belirgin sekilde ortadan kalkmis oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.11. Sicanlarda non-selektif CRF antagonisti a-helikal CRFg.4; (30 pg, icv) ve OX1R antagonisti
SB-334867 (40 pg, icv) 6n uygulamalarinin HKS’ye bagli degisen antro-pilorik postprandial kasilmalara
etkisi. aCSF: yapay serebrospinal sivi; HKS: hareket kisitlama stresi.
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HKS 6ncesinde koordineli antro-pilorik kasilmalarin HKS sonrasi1 inkoordine es zamanli
kasilmalara doniistigii gézlenmektedir (Sekil.4.12A, B). Buna karsin SB-334867, o-
helikal CRFg.4; antagonistleri yalniz basma ve beraber uygulandigida HKS’ye bagli bu
degisikliklerin yerini koordineli kasilmalara biraktigi goriilmektedir (Sekil 4.12C-H).

A HKS 6ncesi B HKS

Sekil 4.12. Siganlarda non-selektif CRF antagonisti a-helikal CRFg.4; (30 pg, icv) ve OX1R antagonisti
SB-334867 (40 pg, icv) on uygulamalarmimn hareket kisitlama stresine (HKS) bagli bozulan antro-pilorik
kasilma koordinasyonuna etkisi. Kirmizi kesikli ¢izgiler antrumdan pilora yayilan kasilmalar1 ifade
etmektedir.
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4.6.3. Motilite Kayitlarinin Kantitatif Analizi
HKS’ye maruz kalan si¢anlarm antral ve pilorik motilite indeks degerleri stres 6ncesine

gore anlamli (p<0.05) derecede yiiksek hesaplanmistir (Sekil 4.13A). HKS’ye baglh
artan motilite indeksi santral SB-334867 ve a-helikal CRFg41 On uygulamalar: ile
anlamli (p<0.05) sekilde azalma gostermistir. Benzer sekilde, strese bagl artan antro-
pilorik kasilmalarin frekansi SB-334867 ve a-helikal CRFg4; 6n uygulamalari ile
anlamli (p<0.05) olarak kontrol seviyelerine diismiistiir (Sekil 4.13B). Normal
kosullarda SB-334867 0n uygulamasit motilite indeks ve kasilma frekansini anlamli
(p<0.05) derecede arttirken, a-helikal CRFg.41 uygulamasi ise herhangi bir etki
gostermemistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Siganlarda OX1R antagonisti SB-334867 (40 pg, icv) ve non-selektif CRF antagonisti a-
helikal CRFg.4; (30 pg, icv) on uygulamalarinin hareket kistlama stresine (HKS) bagli artan motilite
indeks ve kasilma frekansma etkisi. aCSF: yapay serebrospinal sivi; HKS: hareket kisitlama stresi.
*p<0.05 aCSF grubuna gore; #p<0.05 HKS grubuna gore istatistiksel farki ifade etmektedir. Tiim
gruplarda n=7. statistiksel analiz; Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U testi.
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Postprandial antro-pilorik kontraksiyonlarm yayilim hizlar1 degerlendirildiginde,
HKS’ye bagli azalan antro-pilorik kasilmalarin yayilim hizi, SB-334867 ve a-helikal
CRFg.4; 0n uygulamalar1 ile anlamli (p<0.05) sekilde diizelerek kontrol seviyelerine
cikmistir. Bazal kosullarda ise SB-334867 uygulamasi yayilim hizin1 kontrol (aCSF)
grubuna gore anlamli (p<0.05) olarak azaltmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Siganlarda OX1R antagonisti SB-334867 (40 ng, icv) ve non-selektif CRF antagonisti a-
helikal CRFg.4; (30 pg, icv) 6n uygulamalarinin hareket kistlama stresine (HKS) bagli azalan antro-pilorik
kontraksiyonlarmn yayilim hizina etkisi. aCSF: yapay serebrospinal sivi. *p<0.05 aCSF grubuna gore;
#p<0.05 HKS grubuna gore istatistiksel farki ifade etmektedir. Tiim gruplarda n=7. Istatistiksel analiz;
Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U testi.

Strese maruz kalmayan bazal kosullarindaki siganlarda santral ekzojen OXA’nin
postprandial antro-pilorik kasilmalara etkisi Sekil 4.15’de sunulmustur. Beslenme
sonrast olusan spontan antro-pilorik kasilmalarin santral OXA uygulamasini (20pg, icv)
takiben frekanslariin azaldigi, buna karsin yiiksek genlige sahip koordineli kasilmalarin

meydana geldigi gozlenmistir (Sekil.4.15).
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Sekil 4.15. Strese maruz kalmayan bazal kosullardaki siganlarda santral ekzojen OXA’nin (20 pg, icv)
spontan postprandial antro-pilorik kasilmalara etkisi.

4.7. immunohistokimyasal Degerlendirmeler

4.7.1. OXA immunoreaktivitesi

LHA’daki OXA immunoreaksiyonlarina gore (Sekil 4.16), HKS grubundaki OXA
immunoreaksiyon yogunlugunun kontrole gore %96 artis gosterdigi (p<0.01) tespit
edilmistir. SB-334867 (%17,4), a-helikal CRFq.41 (%7,7) ve her iki antagonistin birlikte
uygulandig (-%2,4) sicanlarda ise HKS’ye bagli artan OXA immiinoreaktivitesi anlamli
sekilde (p<0.01) azalma gostermistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.16. LHA’da OXA i¢in gozlenen immunoreaktivite. aCSF: yapay serebrospinal sivi; HKS: hareket
kisitlama stresi. 40x biiyiitme. Skala bar: 50 pm.
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PVN’deki OXA immunoreaksiyonlarma degerlendirildiginde (Sekil 4.17), HKS
grubunda OXA yogunlugu yaklasik %52 oraninda artis gosterirken (p<0.05), strese bagli
bu artis SB-334867 (%17,47, p<0.05), a-helikal CRFg.41 (%23,19, p<0.05) ve her iki
antagonistin uygulandigi (%6,89, p<0.01) gruplarda anlamli olarak azalma gostermistir
(Sekil 4.18).

Negatif HKS
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Sekil 4.17. PVN’de OXA i¢in gozlenen immunoreaktivite. aCSF: yapay serebrospinal sivi; HKS: hareket
kisitlama stresi. 3V: 3. Ventrikiil. 40x biyiitme. Skala bar: 50 pm.
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Sekil 4.18. LHA (A) ve PVN’deki (B) hiicresel OXA(+) immiinoreaktivite yogunluk yiizdesi. aCSF:
yapay serebrospinal sivi; HKS: hareket kisitlama stresi. ¥*p<0.05, **p<0.01 aCSF grubuna gore; #p<0.05,
##p<0.01 HKS grubuna gore istatistiksel farki ifade etmektedir. Tiim gruplarda n=5. Istatistiksel analiz;
Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U testi.

4.7.2. CRF Immunoreaktivitesi
LHA’daki CRF immiinoreaksiyonlar1 degerlendirildiginde (Sekil 4.19), HKS grubunda

CRF yogunlugu yaklasik %63 oraninda artig gosterirken (p<0.01), SB-334867 (%0,66),
a-helikal CRFg.41 (%1,5) ve her iki antagonistin uygulandig1 (-%10,7) gruplarda strese
bagli artan CRF immiinoreaktivitesi anlamli sekilde (p<<0.01) azalma gostermistir (Sekil

4. 21).
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Sekil 4.19. LHA’da CRF i¢in gdzlenen immunoreaktivite. aCSF: yapay serebrospinal sivi; HKS: hareket
kisitlama stresi. 40x biiyiitme. Skala bar: 50 pm.

PVN’deki CRF immunoreaksiyonlar1 incelendiginde (Sekil 4.20), HKS grubundaki CRF
immunoreaksiyon yogunlugunun kontrole gore %120 artis gosterdigi (p<0.01) tespit
edilmistir. SB-334867 (%35,9), a-helikal CRFq.41 (%49,8) ve her iki antagonistin birlikte
uygulandig1 (%28,4) gruplarda ise HKS’ye bagli olarak artig gosteren CRF
immiinoreaktivitesi anlamli sekilde (p<0.05) zayiflamstir (Sekil 4.21).

Negatif aCSF HKS

Sekil 4.20. PVN’de CRF igin gozlenen immunoreaktivite. aCSF: yapay serebrospinal sivi; HKS: hareket
kisitlama stresi. 3V: 3. Ventrikiil. 40x biiyiitme. Skala bar: 50 pm.
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Sekil 4.21. LHA (A) ve PVN’deki (B) hiicresel CRF (+) immiinoreaktivite yogunluk yiizdesi. aCSF:
yapay serebrospinal sivi; HKS: hareket kisitlama stresi. *p<0.05, **p<0.01 aCSF grubuna gore; #p<0.05,
##p<0.01 HKS grubuna gore istatistiksel farki ifade etmektedir. Tim gruplarda n=5. Istatistiksel analiz;

Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U testi.
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5. TARTISMA

Literatiirde oreksinlerin stres yaniti ve HPA eksen aktivasyonundaki roliine dair
caligmalar bulunmaktadir (Kuru ve ark., 2000; Al-Barazanji ve ark., 2001; Stricker-
Krongrad ve Beck 2002; Sakamoto ve ark., 2004; Chang ve ark., 2007; Tung ve ark.,
2016). Siganlara 30 dakika siireyle uygulanan zorlu yiizme stresinin serebrospinal
stvidaki OXA konsanstrasyonunda 6nemli artisa sebep oldugu gosterilmistir (Martins ve
ark., 2004). Buna paralel olarak 20 dakika siireyle uygulanan hareketsizlik stresinden
sonra LHA’daki oreksinerjik noronlarin aktive oldugu bildirilmistir (Sakamoto ve ark.,
2004). Winsky-Sommerer ve arkadaslari akut strese cevaben LHA’da gerceklesen
oreksinerjik noron aktivasyonunun CRF1R knock-out farelerde ortadan kalktigini tespit
etmiglerdir (Winsky-Sommerer ve ark., 2004). Son olarak, 10 dakika siireyle uygulanan
zorlu yiizme stresinin (Chang ve ark., 2007) ve 30 dakika siireyle uygulanan
hareketsizlik stresinin (Tung ve ark., 2016) LHA’daki oreksinerjik noronlarda c-Fos
seviyelerinde artisa neden oldugu bildirilmistir. Sakamoto ve arkadaslar1 ekzojen santral
OXA (30 pg, icv) uygulamasmin PVN ve santral amigdaloid niikleustaki CRF ve c-Fos
immiinoreaktivitesinde artisa sebep oldugunu gostermislerdir (Sakamoto ve ark., 2004).
OXA’nin bu ekzojen etkisinin yani sira HPA eksen aktivasyonunda da rol oynamaktadir.
Literatiirde ekzojen santral OXA uygulamasinin sicanlarda plazma ACTH ve
kortikosteron seviyelerini arttirdigini gésteren bulgular mevcuttur (Al-Barazanji ve ark.,
2001; Russell ve ark., 2001; Chang ve ark., 2007; Samson ve ark., 2007). Samson ve
arkadaslar1 santral olarak uyguladiklar1 OXA’nin (3 nmol, icv) plazma ACTH
seviyelerinde artiga sebep oldugunu, OX1R antagonisti 6n uygulamasinin ise bu etkiyi
ortadan kaldirdigini tespit etmislerdir. Ayni ¢alismada, 10 dakika siireyle uygulanan
hareketsizlik stresinin de neden oldugu ACTH salmimmi, OXIR antagonisti ile
onlenmistir (Samson ve ark., 2007). Bunun yani sira, santral OXA (3 nmol, icv)
uygulamasmin ACTH, Kkortikosteron ve hipotalamik kesitlerden CRF salmimina neden
oldugu bilinmektedir (Russell ve ark., 2001).

53



Calismamizda endojen OXA’nin strese bagli gelisen néro-endokrin yanittaki etkilerini
incelemek amaciyla plazma kortikosteron seviyeleri Olgiilmiistiir. Literatiire uyumlu
olarak HKS uygulanan siganlardan elde edilen kan 6rneklerinde plazma kortikosteron
seviyeleri kontrol grubuna gore artis gosterirken, OXIR ve CRF reseptor
antagonistlerinin 6n uygulamalar1 strese bagli artan plazma kortikosteron seviyelerini
azaltmasi oreksinerjik sistemin stres yanitinin CRF-aracili endokrin bilesenlerine katkida
bulunabilecegini isaret etmektedir. Oreksinin her iki reseptoriiniin sigan adrenal bezinde
varlig1 gosterilmistir (Lopez ve ark., 1999). Plazmada artan OXA adrenal korteksteki
reseptoriine baglanarak periferik endokrin yolaklar tizerinden de HPA eksenine katkida
bulunuyor olabilir. Dolayisiyla mikrodiyalize ek olarak strese bagli periferik
kaynaklardan salinan OXA’ninda degerlendirilmesi konuya daha ayrmtili bir bakis agis1

kazandiracaktir.

Bu ¢alismada stres kosullarinda hipotalamusta iiretimleri artan OXA ve CRF seviyeleri
mikrodiyaliz yontemi ile tespit edilmistir. Mikrodiyaliz beyin dokusunda ekstraseliiler
alandan 6rnek toplamak amaciyla yaygin olarak uygulanan bir in-vivo yontemdir (Bito
ve ark., 1966). Prensip olarak basit difiizyon ilkesine dayali sekilde perfiizat sivisinda
bulunmayan c¢oziinmiis hiicre dis1 alandaki maddelerin yar1 gegirgen bir zardan
konsantrasyon gradiyenti dogrultusunda gegisi ile gergeklesir (Chefer ve ark., 2009).
Calismamizda 90 dk siireyle HKS uygulanmis si¢anlarin PVN’sinden elde edilen
Oorneklerde stres ve stres sonrasi donemde CRF artisi; LHA’dan elde edilen
mikrodiyalizatlarda ise stres ve stres sonrasi donemde OXA artig1 goriilmiistiir. OXA ve
CRF’nin stres sonrasi donemde de artisinin devam etmesi, stres sirasinda aktive olan
noronlarin kalict bir sekilde aktivasyonunu devam ettirdigini gostermektedir. Ote
yandan, caliymamizda HKS’ye cevaben OXA seviyelerinin tespiti zamansal agidan
sinirlidir. OXA’nm dinamik degisimlerinin daha ayrintili olarak tespit edilebilmesi icin
daha uzun siire kronik mikrodiyaliz deneylerine ihtiya¢ vardir. Bununla Dbirlikte,
LHA’daki oreksinerjik noronlarin agliga bagli uyarildigi ve beslenmenin postprandial
déneminde OXA iiretiminin baskilandigi bilinmektedir (Mondal ve ark., 1999; Komaki
ve ark., 2001). Calisgmamizda mikrodiyaliz tok hayvanlarda gergeklestirilmis olup, aglik
durumda OXA fireten noronlarda sensitizasyon, tokluk durumunda ise desensitizasyon

olusabilecegini diisinmek yanlis olmaz. Siganlar nokturnal (gece aktif) hayvanlar
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olduklarindan beslenmelerinin biiyiik bir kismi1 gece gerceklesirken, giindiiz periyodunda
ise daha c¢ok spontan sekilde beslenme davranigi gosterirler. Calismamizdaki
mikrodiyaliz deneyleri giindiiz periyodunda gergeklestirilmis olup, hayvanlarin kan
glukoz seviyeleri mikrodiyaliz ile es zamanli olarak incelenmemistir. Bu sebeple,
beslenme durumunun monitdrize edildigi, hem a¢ hem de tok hayvanlarda, gece/gilindiiz
periyotlarinda gergeklestirilecek mikrodiyaliz caligmalar1 OXA {ireten hiicrelerin s6z

konusu yanittaki duyarliliginin karsilastirilabilmesi i¢in yararl olacaktir.

Mikrodiyaliz deneylerinin ikinci asamasinda stres ve stres sonrasi donemde LHA’da
artan OXA seviyeleri non-selektif CRF reseptor antagonisti ile belirgin sekilde azalma
gosterirken, PVN’de artan CRF seviyeleri ise selektif OXI1R antagonisti ile azalma
gostermis ve kontrol seviyelerine diismiistir. Bunun yami sira, santral CRF
mikroenjeksiyonu ve 1 saat siireyle uygulanan hareketsizlik stresinin LHAda ki prepro-
oreksin mRNA artisina, santral OXA (10-30 pg, icv) uygulamasinin ise PVN’deki CRF
mRNA artisina sebep oldugu bilinmektedir (Ida ve ark., 2000; Al-Barazanji ve ark.,
2001; Sakamoto ve ark., 2004). Ote yandan LHAdaki oreksinerjik hiicrelerden kdken
alan sinir liflerinin PVN’de projeksiyon gosterdigi (Cutler ve ark., 1999; Date ve ark.,
1999), CRF immiinoreaktif terminallerin LHA’daki oreksin iireten noronlar ile temas
halinde bulundugu ve oreksinerjik noronlarin CRF’nin her iki tip reseptoriinii eksprese
ettigi bilinmektedir(Winsky-Sommerer ve ark., 2004). Literatiirde bulunan bu bilgiler
elde ettigimiz bulgular1 destekler nitelikte olup, stres yanitinda oreksinerjik sistem
etkisinin CRF {izerinden ya da CRF’nin oreksinerjik sistem ftzerinden etkinlik
gosterebilecegini isaret etmektedir. Calismamizda CRF’nin non-selektif reseptor
antagonisti kullanilirken, oreksinin DMV’de iiretilen ve OXA’ya 100-1000 kat daha
afinite gosteren tip-1 reseptoriiniin selektif antagonisti tercih edilmistir (Willie ve ark.,
2001; Krowicki ve ark., 2002; Sakurai 2014). Buna karsin, Chang ve arkadaslarinin
yaptig1 bir calismada santral OXA uygulamasi ve 10 dakikalik zorlu yiizme stresine
bagli artan plazma ACTH seviyeleri OX2R antagonisti ile onlenmistir. Bu anlamda
ileride yapilacak ¢aligmalarda her iki oreksin reseptor antagonistinin karsilastirilmasi, bu

reseptorlerin stres yanitindaki rollerinin aydinlatilmasina fayda saglayacaktir.
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Mikrodiyaliz ¢alismasindan elde edilen bulgular, OXA ve CRF’nin protein diizeyinde
ekspresyonlarinin immiinohistokimyal olarak gosterilmesi ile teyit edilmistir. Stres
uygulamasinin hemen ardindan PVN ve LHA boélgelerinden alinan kesitlerde CRF ve
OXA immiinoreaktivitelerinde artis tespit edilmis olup, bu artiglarin hem OXA hem de
CRF reseptor antagonisti ile azaldigi belirlenmistir. Gerek bu hiicrelerin strese bagli
gerceklesen aktivasyonlarinin, gerekse antagonistlerle saglanan inaktivasyonun ileride
yapilacak caligmalarda c-Fos immiinoreaktivitesi ile birlikte gosterilmesi bu konudaki

soru isaretlerinin giderilmesine yardimci olacaktir.

Strese bagli bozulan st GIS motilitesinde, etkinligi artan sempatik otonom desarjlarin
yani stra etkinligi azalan vagal parasempatik sinyallerin de rolii olduguna dair kanatlar
bulunmaktadir (Lenz ve ark., 1988a; Martinez ve ark., 1998; Nakade ve ark., 2005;
Nakade ve ark., 2006). Sicanlarda yapilan ¢alismalarda hareket kisitlama stresi ve
santral CRF uygulamasmin postprandial antro-pilorik kasilma koordinasyonunu bozarak
mide bosalimmi yavaslattigi gosterilmistir (Martinez ve ark., 1998; Nakade ve ark.,
2005; Nakade ve ark., 2006). Strese bagli artan antral ve pilorik kontraksiyonlarin
genligi CRF reseptor antagonisti astressing-B ve guanitidin ile daha da artis gosterirken,
parasempatolitik ajanlar ve vagotomi uygulamalarinda bu etki ortadan kalkmustir
(Nakade ve ark., 2006). Sonug¢ olarak, siganlarda akut stresin mide bosalimi {izerine
inhibitér  etkisini  vagal kolinerjik yolak tizerinden gergeklestirebilecegini
gostermektedir. Ote yandan, intrasisternal CRF uygulamasmin doza bagimli olarak kati
mide bosalimini inhibe ederken, bu inhibitér etkinin guanitidin, propranolol (beta
blokorii) ve ¢olyak ganglionektomi uygulanmis sicanlarda ortadan kalktig1 goriilmiistiir.
Ayni1 caligmada 90 dk siireyle uygulanan stresin mide bosalimini yavaglattigi goriilmiis
ve guanitidin, ¢olyak ganglionektomi ve CRF2R antagonisti astressin,-B uygulamasi bu
inhibitor etkiyi ortadan kaldirmistir (Nakade ve ark., 2005). Bu bulgular stresin mide
bosalimint CRFR-2 ve periferal sempatik sinirler araciligiyla inhibe ettigini
gostermektedir. Ayrica strese baglh gelisen GI motilitedeki degisikliklerin CRF
antagonisti on uygulamasi ile ortadan kalkmasi endojen CRF’nin strese bagli bozulan
gastrointestinal motilitedeki roliinii gostermektedir (Lenz ve ark., 1988a; Coskun ve
ark., 1997; Nakade ve ark., 2006; Masere C 2009). Ote yandan, yapilan birgok in-vivo

calismada santral OXA’ nin GI motor fonksiyonlarin diizenlenmesindeki rolleri ortaya
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koyulmustur (Kobashi ve ark., 2002; Krowicki ve ark., 2002; Bulbul ve ark., 2010a;
Bulbul ve ark., 2010b). Biilbiil ve arkadaslar1 santral ekzojen OXA’ ’nin gastroduodenal
aclik motor paterni lizerine inhibitor etki gosterdigini, bu etkinin atropin 6n uygulamasi
ve vagotomi ile ortadan kalktigini saptamislardir (Bulbul ve ark., 2010b). Ayrica bu
calismada OXIR reseptdr antagonisti uygulamasmin gastrik spontan faz-111
kasilmalarinda artigsa sebep oldugu bildirilmistir. Bu bulgular endojen santral OXA’nin
GI motor fonksiyonlar iizerine roliinii isaret etmektedir (Bulbul ve ark., 2010b).
DMV’ye yapilan OXA mikroenjeksiyonunun mide i¢i basingta ve antral motilitede
artiga neden oldugu bildirilmistir (Krowicki ve ark., 2002). Buna paralel olarak santral
(icv) OXA uygulamasinin mide motilitesini arttirdigi (Bulbul ve ark., 2010a),
intrasisternal OXA uygulamanin ise midenin proksimalinde gevseme yaparken
distalinde kontraksiyona sebep oldugu ve bu fazik kontraksiyonlarin vagotomi ile
ortadan kalktig1 tespit edilmistir (Kobashi ve ark., 2002). Bu bulgular, santral OXA’nin
GI motor fonksiyonlar iizerine vagal kolinerjik yolaklar iizerinden etki ettigini isaret
etmektedir. Hao ve arkadaslar1 LHA’daki gastrik gerime duyarli néronlar iizerinde
yaptiklar1 elektrofizyolojik calismada, bu bolgeye yapilan OXA mikroenjeksiyonu
gastrik gerime duyarli ndronlar1 uyarp gastrik motiliteyi arttirirken, SB-334867 o6n
uygulamas1 bu etkiyi ortadan kaldirmustir. Bu bulgu, LHA nm Gi kanaldan sinyallar
alabildigini ve ekzojen OXA’nin tip-1 reseptorii araciligiyla gastrik motiliteye etki
ettigini gostermektedir (Hao ve ark., 2016). Ayni ¢alismada PVN’ye yapilan elektriksel
uyar1 sonucu LHA’daki gastrik gerime duyarli noronlarin uyarildigr goriilmiistiir. Bu
sonuglar, PVN’deki ndronlarin LHA’daki gastrik gerime duyarli néronlarin aktivitesi

tizerine etkisini gostermektedir (Hao ve ark., 2016).

Literatiirdeki bu bulgulara karsin OXA’nin stres kosullarinda ortaya ¢ikan GI motor
degisikliklerdeki rolii ile ilgili bilenenler olduk¢a kisithdir. Biilbiil ve arkadaslarinin
2010 yilinda yaptiklar1 bir caligmada antral postprandial kasilmalarda strese bagli
gozlenen degisikliklerin selektif OX1 reseptor antagonisti ile ortadan kalkmasi, santral
oreksinerjik sistemin streste meydana gelen GI motor degisikliklerde rolii olabilecegini
diisiindiirmektedir (Bulbul ve ark., 2010a). Mikrodiyaliz ¢alismast sonucu elde ettigimiz
hipotalamik OXA ve CREF firetiminin stresteki artis1 ve birbirleri iizerine olan uyarici

etkileri, bize CRF’ye benzer sekilde endojen OXA’nin da strese bagh gelisen mide
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motilite degisikliklerinde rolii olabilecegini diisiindiirmiistiir. Gergeklestirdigimiz mide
bosalimi dl¢iimlerinde akut HKS’ye bagl yavaslayan mide bosalimi OX1R antagonisti
SB-334867 ve non-selektif CRF reseptor antagonisti a-helikal CRFg 41 6n uygulamasi ile
onlenmistir. Ilging olarak, her iki antagonist yalmz basma azalan mide bosalimini
anlamli olarak diizeltse de, kontrol seviyesine geri dondiirememistir. CRF ve OXA
antagonistleri birlikte uygulandiginda ise strese bagli olarak mide bosalimindaki
yavaslamanm tamamen ortadan kalktigi tespit edilmistir. Ote yandan, ¢alismamizda
ekzojen uygulanan OXA’nin ekzojen CRF’nin aksine mide motor fonksiyonlari
uyararak mide bosalimimni hizlandirdig: tespit edilmistir. Buna karsm, bazal kosullarda
uygulanan SB-334867’in mide bosalimini yavaslatmasi endojen OXA’nin stressiz
kosullarda mide motor fonksiyonlar1 diizenleyen tonik etkili bir mediyator olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu sonuglar stres kosullarinda OXA’nin CRF iizerine olan sinerjistik
etkisinin yani sira biriyle kesismeyen diger bir yolag: kullandigmi diisiindiirmektedir.
Her ne kadar bu ¢aligmadan elde edilen veriler bu ikinci yolagi tam olarak aydinlatmaya
yetmese de, farmakolojik dozda icv yolla uygulanan ekzojen OXA’nin kan basincini
arttirmasi literatiirde daha 6nce reseptoriiniin gosterildigi (Xiao ve ark., 2013) RVLM-
aracili etkinligini isaret etmektedir. Bazal ve stres kosullarinda endojen santral OXA’nin
bagli mide motor fonksiyonlarina etkileri ve olas1 etki mekanizmalar1 Sekil 5.1°de ifade

edilmistir.

Mideyi innerve eden efferent DMV noronlari, normal kosullarda NTS’nin tonik
glutamaterjik ve gabaerjik innervasyonu altindadir. Ancak stres kosullarinda ve ekzojen
olarak in-vitro ortama uyguladiginda CRF’nin dorsal vagal kompleksteki monoaminerjik
interndronlarin  gérev aldig1 sinirsel devrede sinaptik plastisitede c-AMP aracili
degisikliklerine neden oldugu bildirilmistir (Browning ve ark., 2014; Travagli ve
Anselmi 2016). Bu anlamda, OXA’nin bazal ve stres kosullarindaki mide bosalimi
iizerine z1t etkisi, strese bagli artan CRF’nin dorsal vagal kompleksde yol agtig1 snapto-
plastik degisiklikler ile agiklanabilir. Monoaminerjik interndronlarin gorev almasi
muhtemel bu mekanizmanin aydinlatilabilmesi i¢in dorsal vagal kompleksde
gerceklestirilecek in-vivo mikrodiyaliz ve in-vitro elektrofizyolojik c¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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l’ Gastrik
Motilite

Sekil.5.1. Bazal ve stres kosullarinda OXA’nin mide motilitesine etkileri. OXA’ya bagl hipotetik yollar
kesikli cizgi ile farkli renkte (uyarici: yesil, inhibitor: kirmizi) ifade edilmisti. OXA ve CRF’nin
yolaklardaki etkinligi farkli ¢izgi kalinliklari ile vurgulanmigtir. LHA: lateral hipotalamik alan, PVN:
paraventrikiiler niikleus, DVC: dorsal vagal kompleks, NTS: niikleus traktus solitaryus, DMV: vagal
dorsal motor niikkleus, RVLM: rostral ventrolateral medulla, CG: ¢dliak gangliyon, Glu: glutamat, GABA:
Gaba amino biitirik asit, Ach: asetil kolin, NE: nor-epinefrin.

Kat1 besin maddelerinin bosalimi antrumdan pilora dogru yayilan giiglii ve koordineli
kasilmalar ile karakterizedir (Ishiguchi ve ark., 2002; Nakade ve ark., 2006).
Mikrodiyaliz ve mide bosalimi sonug¢larimiz bize stres durumunda artan endojen
OXA’nin da postprandial antro-pilorik kasilmalarin koordinasyonunu bozabilecegini ve
bu sekilde streste azalan mide bosaliminda rol alabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu
anlamda sicanlarda antrum ve pilora kronik olarak yerlestirdigimiz strain gage
transdiiserler ile yaptigimiz motilite kayitlarinda, HKS uygulamasinin beslenme sonrasi
ortaya c¢ikan ve mide bosaliminin en Onemli fizyolojik mekanizmasini olusturan
postprandial antro-pilorik kasilmalarin koordinasyonunu bozdugu tespit edilmistir.
Buna karsin, OXA ve CRF reseptor antagonistlerinin 6n uygulamalar1 HKS’ye bagh
olusan degisimleri belirgin sekilde zayiflatirken, her iki antagonist birlikte
uygulandiginda HKS’nin postprandial motilite {lizerine olan etkileri belirgin sekilde

zayiflamistir. Bu sonug, OXA ve CRF’nin streste bozulan mide motor fonksiyonu
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lizerine birbiriyle etkilesimlerinin yan1 swra birbirinden bagimsiz etkiler de

gosterebileceklerini isaret etmektedir.

Fonksiyonel gastrointestinal hastaliklar (FGID) yapisal yada biyokimyasal
anormalliklerin olmadig1 ve patofizyolojisinin altinda yatan mekanizmalarin iyi
bilinmedigi, GIS’e iliskin kronik yakinmalarla karakterize bir grup hastalik icin
kullanilan bir terimdir. Uluslararasi bir uzman ekip tarafindan belirlenen ‘“Roma
Kriterleri” FGID’in tam1 ve tedavisi ile ilgili klavuzlar1 gelistirmislerdir. Bu ekip
tarafindan GI semptomlarla smiflandirilmis olup, bunlar; visseral hipersensitivite,
motilite bozukluklari, mukozal ve immiin fonksiyonlarda degisim, degismis bagirsak
mikrobiyatast ve degismis merkezi sinir sistem algilamasi gibi durumlarin herhangi
biriyle veya kombinasyonuyla ortaya ¢ikmaktadirlar (Drossman 2016; Drossman ve
Hasler 2016). Strese maruz kalinmasi bu hastaliklarda gézlenen GIS bulgularinin
olusumunu hizlandirdigt ve mevcut bulgularin alevlenmesine neden oldugu
bilinmektedir. Insanlarda kronik strese maruz kalmmasi ve bozulan stres yanit1 ile
birlikte maladaptasyon gozlenmektedir. Buna bagl olarak fonksiyonel dispepsi (FD) ve
irritabl bagirsak sendromu (IBS) gibi klinik tablolar meydana gelmektedir (Lenz ve ark.,
1988b; Vassallo M 1992; Camilleri ve ark., 1999). Kemirgenlerde yapilan deneysel
FGID modellerinde hipotalamusta asir1 artan CRF ekspresyonu ve bunun tetikledigi
beyin-barsak ekseni disfonksiyonu saptanmustir. Strese maruz kalinmasi durumunda
beyin-bagirsak ekseninde olusan noro-biyolojik degisikliklerde hipotalamik CRF’nin

baslattig1 yolaklarin rol aldig1 diisiiniilse de bu konuda bilenenler sinirhidir.

FD, FGID igerisinde en sik goriilen klinik tablo olup, etyolojisinde cesitli faktorler
su¢lanmaktadir. Bu nedenle patofizyolojisi ve tedavi yontemleri hakkinda bilgiler
oldukca kisithdir. Postprandial dolgunluk, erken doygunluk, epigastrik agr1 ve yanma
gibi ist abdominal semptomlarla karakterizedir. Bu semptomlardan bir ya da daha
fazlasinin bulunmasi dispepsi olarak tanimlanmaktadir. FD’de semptomlarin gelisiminde
mide motilite bozukluklari, visseral duyarlilik, H. pylori enfeksiyonu ve psikososyal
faktorler rol oynamaktadir. Epidemiyolojik c¢aligmalarin sonuglar1 gelismis bati
tilkelerinde dispeptik hastalarin tigte ikisine FD tanisi konuldugunu ve kronik seyir

gosteren FD hastalarinm %80’inde dispeptik bulgularin yani sira gastro-6zofageal reflii
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ve IBS semptomlarmin ortaya ¢iktig1 bildirilmistir. FD hastalarinda yapilan
caligmalardan elde edilen bulgular psikolojik stresin hastalik semptomlarmin siddet ve
goriilme sikliginda birincil etken oldugunu ortaya koymaktadir (Saad ve Chey 2006). Bu
anlamda FGID tedavisi igin stres ve beyin-barsak ekseni ile ilgili patofizyolojik
mekanizmalarin aydinlatilmasi biiyiilk onem tasimaktadir. Bunun yani sira oreksin
antagonistlerinin 6zellikle kronik dispeptik semptomlar gosteren hastalar {izerinde
kullanimindan yola ¢ikarak stres, CRF ve oreksin arasindaki iligskinin ilerleyen donemde
temel bilim arastirmalarmin yami smra klinik arastirmalara da konu olacagina

inanmaktayiz.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar santral OXA’nin stres durumunda {iretimi artan ve
strese bagli gelisen otonom yanitlarda rol alabilecek bir mediyatér olabilecegini
diistindiirmektedir. Mide motilite deneylerimizden elde ettigimiz sonuglar bize CRF ve
OXA’nm strese baglh gelisen mide dismotilesinde birbirinden bagimsiz farkli yolaklar
aracilifiyla etki edebilecegini diisiindiirmektedir. LHA’da bulunan oreksinerjik
noronlarm beyindeki RVLM, PVN, NTS ve DMV gibi hem sempatik, hem de
parasempatik otonom ¢ikislarin diizenlendigi merkezlere projeksiyonlar1 bulunmaktadir
(Peyron ve ark., 1998; Cutler ve ark., 1999; Date ve ark., 1999; Nambu ve ark., 1999).
Ayn1 zamanda bu bolgelerde OX1R’nin varligi s6z konusudur (Marcus ve ark., 2001;
Krowicki ve ark., 2002; Shahid ve ark., 2012). Bu anlamda, strese bagl artan santral
endojen OXA’nin mide motor fonksiyonlar iizerine her iki yolak iizerinden de etki
edebilecegini diisiindiirmekte olup OXA’nin bazal ve stres kosullarindaki bu etki

mekanizmalarinin aydmlatilmasi i¢in yeni ¢caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

. Akut stres uygulanan si¢anlardan elde edilen lateral hipotalamik mikrodiyalizatlarda
OXA seviyeleri bazal kosullar altindaki kontrol hayvanlarindan elde edilenlere gore
stres ve stres sonrast donemde yiiksek bulunmus, CRF antagonistinin 6n uygulamasi
bu artis1 ortadan kaldirmistir.

. Benzer durum PVN’den elde edilen mikrodiyalizatlarda goriilmiis olup, strese bagh
artan CRF seviyeleri OX1R antagonistinin 6n uygulamasi ile ortadan kalkmustir.

. Mide bosalimi 6l¢limlerinde akut stresin etkisiyle azalan mide bosalimmin hem
OXA antagonisti, hem de CRF antagonistinin uygulandigi gruplarda oOnemli
derecede diizelirken, CRF ve OXA antagonistlerinin birlikte uygulandigi grupta ise
strese bagli mide bosalimindaki yavaslamanin tamamen ortadan kalktigi tespit
edilmistir.

. Akut stresin etkisiyle bozulan koordineli antro-pilorik kontraksiyonlar hem OXA
antagonisti, hem de CRF antagonistinin uygulandigi gruplarda 6nemli derecede
diizelme gdstermistir.

Stres uygulamasmim ardindan PVN ve LHA bolgelerinde CRF ve OXA
immiinoreaktivitelerinde artis tespit edilmis olup, bu artislarin her iki reseptor

antagonisti ile de azaldig1 belirlenmistir.

. Bazal ve stres kosullarinda LHA ve PVN’de OXA ve CRF arasindaki resiprokal
etkilesimin daha net ifade edilebilmesi i¢in her iki bolgeye anterograd floresan tracer
mikroenjeksiyonu yapilarak projeksiyonlarm tespit edilmesi ve ilgili projeksiyon
alanlarmdaki reseptorlerin belirlenmesi 6nem tasimaktadir. Bunun yani sira DMV’de
mideyi innerve eden pregangliyonik efferent hiicrelerin floresan retrograd tracer
molekiilii ile isaretlenmesi ve bu hiicrelerde OXA ve CRF reseptorlerini eksprese
edenlerin stres durumunda gelisen noronal aktivasyon c-Fos immiinoreaktivitelerinin

belirlenmesi ¢aligmay1 daha da degerli kilacaktir.

. Bunlara ilave olarak, OXA ve CRF reseptorlerine 6zgiil antikorlar kullanilarak CRF-
OXA etkilesiminde rol alan reseptor alt tiplerinin de ortaya ¢ikarilarak literatiire
kazandirilmas: bu konuda ileriki donemde yapilacak olan yeni c¢aligmalara altyap1

olusturacaktir.
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