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OZET

NESFATININ NORMAL VE STRES OLU STURULMU § SICANLARDA KAN
BASINCININ DUZENLENMES INE ETKIiSI

AYADA, Ceylan
Doktora Tezi, Fizyoloji A.D.
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Gunfer Turgut

Mart 2013, 110 sayfa

Nesfatin merkezi ve periferik sinir sistemindeperiferik dokularda salgilanan ve
homeostazisin dizenlenmesinde gorev afi bildirilen bir peptitdir. Kan beyin
bariyerini her iki do grultuda gecebilen ve literatiirde beslenme Uzerine lan
etkileri daha detayh olarak calsiimis olan bu peptidin, diger fizyolojik
parametrelere etkisi ve etki mekanizmalari halen ten olarak aydinliga
kavusturulamamistir. Yapilmis olan bu ¢alsmada, normal ve kronik hareketsizlik
stresi olusturulmu s sicanlarda, kronik periferik nesfatin-1 uygulamasnin kan
basincina olan etkilerini arastirdik. Calismamizda, 3 aylik Wistar cinsi erkek
sicanlar kullanildi. Sicanlar K, S, K+N, S+N olmakizere 4 gruba ayrildi. Deney
basinda ve sonunda hayvanlarin kan basinclari, vicutgrhklari 6lgtldi. Cali sma
bitiminde anestezisi altinda sicanlardan doku ve ka ornekleri toplandi. Kalp
dokusu 6rneklerinden L-Tipi Ca*? kanal alc alt birimi proteini ekspresyon
dizeyinin belirlenmesi icin Western Blot analizi ygildi. ELISA yontemi ile plazma
orneklerinde anjiyotensinojen, ACE2, Angll, endotein-1, eNOS, aldosteron,
kortizol, nesfatin-1 dizeyleri calsildi. Elde edilen verilerin istatiksel analizi icin
SPSS 16.0 programi kullanildi. S+N grubunda K gruboa goére sigcanlarin viicut
agirhklarinda istatiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi. S+N ve K+N
gruplarinda K ve S gruplarina gére kan basinci dgerlerindeki arti sin istatiksel
olarak anlamli oldugu saptandi. K grubuna gore S+N grubunda L-Tipi C&? kanal
alc alt birimi proteini ekspresyon dizeyinde istatilsel olarak anlamli artis
saptandi. Stres grubuna goére K+N ve S+N gruplarindglazma anjiyotensinojen
seviyelerinin ise istatiksel olarak anlamli birsekilde azaldgl gozlendi. K+N ve S+N
gruplarinda, S ve K gruplarina gore plazma ACE2 selyelerindeki arti sin istatiksel
acidan anlamh olduu tespit edildi. K grubuna gére S ve S+N gruplarind, plazma
Angll seviyelerinin istatiksel agidan anlamh olar& artti g1, sadece S grubunda ise
plazma eNOS seviyesinin istatistiksel acidan anlamlolarak arttigr goraldo.
Kontrol ve S gruplarina gore S+N grubunda plazma el®S seviyesindeki argin
anlamh oldugu goraldi. Sonug olarak; kronik periferal nesfatin-1 uygulamasinin
sicanlarda kan basincini arttirdgini soyleyebiliriz. Nesfatin-1'in kalpte L-Tipi
Ca' kanal alc alt birimi proteini ekspresyon dizeyini arttirarak, periferde
plazma ACE2 yolgini aktive ederek ve eNOS azalina neden olarak kan basincini
yikseltici etki gosterdigini disinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Nesfatin, Stres, Kan Basincli



ABSTRACT

THE EFFECT OF NESFATIN ON BLOOD PRESSURE REGULATION IN
NORMAL AND STRESS CREATED RATS

AYADA, Ceylan
PhD. Thesis in Physiology
Supervisor: Prof. Dr. Gunfer Turgut

Mart 2013, 110 pages

Nesfatin is a peptide secreted by peripheral tissge central and peripheral
nervous system. It is involved in the regulation ofiomeostasis. Nesfatin can be able
to pass through the blood-brain barrier in both directions. Its effects on nutrition
have been studied in more detailed in the literatur. But its effects on other
physiological parameters and mechanisms of actionre still needs to be clarified.
In this study we have investigated the effect of pg@heral chronic nesfatin-1
application on blood pressure regulation in normaland chronic immobilization
stress created rats. In our study, three month-agedhale Wistar rats were used.
Rats were divided into 4 groups as C, S, C+N, S+NRnimals's blood pressures and
body weights were measured at the begining and erad the experimantal process.
At the end of the study tissues and blood sampleseve collected from rats under
anesthesia. Western blot analysis was performed thetermine the level of L-type
Ca”* channel alc subunit protein expression in heart tissue sames.
Angiotensinogen, ACEZ2, Angll, endothelin-1, eNOS, ldosterone, cortisol,
nesfatin-1 levels were determined in plasma sampleby ELISA. SPSS 16.0
program was used for statistical analysis of dataliained. Statistically significant
reduction of body weights in S+N group compared t&€ was observed. Statistically
significant increase of blood pressure values in QF-and S+N groups compared to
C and S groups were observed. Statistically signdant increase of heart L-type
Ca”* channel e1c subunit protein expression level values in S+N@ups compared
to C group was observed. Statistically significant reduction of plasma
angiotensinojen levels in C+N and S+N groups comped to S group was observed.
Statistically significant increase of plasma ACE2dvels in C+N and S+N groups
compared to S and C groups were observed. Statistity significant increase of
plasma Angll levels in S and S+N groups compared t€ group was observed.
Statistically significant increase of plasma eNOSelel in S group compared to C
group was observed. Statistically significant reduton of plasma eNOS level in
S+N group compared to S and C groups were observeds a result, we can say
that chronic peripheral nesfatin-1 application increases blood pressure in rats. We
believe that nesfatin-1 showed the strengthening fett on blood pressure by
increasing of L-type C&" channelsalc subunit protein expression in the heart,
decreasing eNOS plasma level and activating ACE2 thavay in the periphery.

Key Words: Nesfatin, Stress, Blood Pressure
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1. GRIiS

Hipotalamus ve beyin sapindan salgilanan éptip olan nesfatinin besin alinimini
dizenledii bildirilmektedir (Oh-l1 ve Shimizu 2006). Nesfain istah kontrolindeki
etkinligi, leptin yolgsindan b@msiz olarak gercekjenektedir. Leptin geninin mutant
oldugu obez farelerde, nesfatin-1'in yiyecek alimini loksligi gosterilmgtir. Bu
nedenle de leptin geninin mutant ofdu kisilerde obezite tedavisinde nesfatin
kullaniimasinin etkin olabile@e distintlmektedir (Oh-1 ve Shimizu 2006, Cowley ve
Grove 2006).

Hipertansiyon (yiksek kan basinci) yuksek repgé kan basinci sureklgi ile
kendini gosteren sistemik bir hastalik olup, ciddimplikasyonlara yol agmasi ve
toplumda sik gordlmesi nedeniyle 6nemli birglda problemidir (Onat vd 1991).
Istirahat sirasinda, diyastolik arter basinci 90 rgnaei sistolik arter basinci 140 mmHg

ve Uzerinde olursa hipertansiyon olarak kabul efBuyton ve Hall 2006).

Hipertansiyon bircok genetik ve cevresel faktorglbalarak meydana gelebilen
kompleks ve multifaktéryel bir hastaliktir (Sun vghang 2005). Gunimuizde
hipertansiyon, dinyanin tum gafi bolgelerini etkileyen ve oncelikle e¢kin
populasyonu ilgilendiren bir epidemi halini aktm. Epidemiyolojik veriler, otuzlu
yaslarda %20-25 olan hipertansiyon prevalansingiayhirlikte belirgin arty gostererek
60 yag ve Uzerinde %50’lere cilgini gostermytir (Arict ve Ca&lar 2002). Sempatik
sinir sistemi (SSS) aktivitesinde artendotelin ve tromboksan gibi vazokonstriktorlerin
ve sodyum tutucu hormonlarigia tretimi, potasyum ve kalsiyum aliminin yetersiz
olmasi, artmy ve uygunsuz renin sekresyonu, prostoglandinlemiek oksit gibi
vazodilatatorlerin eksiklikleri, diren¢ damarlarendkonjenital anomaliler, diyabet,
insulin direnci, obezite, damar buyime faktorleenaktivite artgl ve hicresel iyon
transportunda dgsme gibi bircok patofizyolojik faktor, hipertansiyariusmasinda rol
oynar (Burt vd 1995).

Stres, cgtli etkenlerin sebep oldiu, vicut cakmasinda dengesizlik, sinir
sisteminde bozukluk ve p#k gerilimle karakterize bir durumdur (Kocattirk 99 Dis
cevrede veya vicudun kendisinde bigidélik sonucu hiicrede veya doku sivisinda
meydana gelen kimyasal veya fiziksel dengesizlgydiojik stres olarak tanimlanir



(Selye 1946). Stres faktorl vicudun denge durunformmaya yoneliktir. Ancak viicut
buna kagilik farkli sistemleri harekete gecirerek dengeutomnu korumayi amaclar.
Homeostazis; vicudun dinamik kararli durumudur uendver reaksiyonlarinin net
etkisidir (Cannon 1935). Stres faktorleri, dinanki@irarli durumu dgstiren bir seri
reaksiyonlara yol acarlar. Stres cevaplari SSS ndolain sistemlerce bhtilir ve
Ozellikle hipotalamustan kortikotropin salgilatfektor (CRF), lokus seruleustan (LC)
norepinefrin (NE) salgilanir. Bu hormonlarin etkiig hipofiz ve adrenal bez devreye
girer (Chrousos ve Gold 1992). Bu sistemlerin adiwonu adaptif enerjiyi merkezi
sinir sistemine (MSS) ve stresli vicut kisimlary@nlendirir. Norepinefrin salinimi;
artms anksiyete, artmgidikkat durumlarinda ve ger korumaci emosyonel cevaplar
durumunda devreye girer (Vollhardt 1991). g yandan, stresorlere kar
adaptasyonun ganmasinda ve ortaya c¢ikan depresyon veya anksdatemlarinda
serotonerjik sistemin de yer agdisaptannytir. Yapilan cakmalar tekrarlayan kisa
veya uzun sireli streslere uyumda postsinaptikdteksitriptamin (5-HT) seviyelerinin
arttigl gosterilmgtir (Hayashi vd 1998). Stres siresince SSS agadléd kan akimina
adrenal bez medullasindan katekolaminler (EpingfNiE ve dopamin) kagir. Es
zamanh olarak ©On hipofiz bezinden prolaktin, bugimhormonu (GH) ve
adrenokortikotropik hormon (ACTH), arka hipofiz lreden ise antiditretik hormon
(ADH) salgilanir. Adrenokortikotropik hormonun ade¢ bezin korteksini stimule
etmesi sonucu buradan kortizol salgilanir. Tiroidrrhonu ise stres déneminde
baskilanmgtir. Ayrica Ureme ve blylme stres maruziyetindeddurur. Bu olaylar
sonucunda stres koallarinda enerjinin korunumu ganmsg olmaktadir (Vollhardt
1991).

Yapilan cabmalar nesfatin ve stres arasinda glaatinin olabilecgini
gostermektedir. Nesfatin beyinde nikleus traktultasas (NTS), LC, dorsal rapfe
nukleuslari (DR) ve paraventrikiler nukleus (PVN)ibi stres ile ilgkili alanlarda
bulunmaktadir. Ayni zamanda nesfatin PVN’da CRH, WEbeyin sapinda 5-HT ile
kolokalizedir. CRH stres cevabinin glununda etkinlik gostermekte ayni zamanda NE
ve 5-HT'de hipotalamus-hipofiz aksini modile etneelktier. 5-HT2C agonistinin
periferal enjeksiyonu hipotalamustaki NUCBRofiesterified fatty aciducleobinding
2, NEFA- DNA balayan/ EF- hand/ asidik protein) ekspresyonunuiraréktadir
(Yoshida ve Maejima 2010). Nesfatin-1 segmentingrkezi uygulamasi anoreksik ve

korku iliskili cevabin olgmasina neden olmaktadir (Merali ve Cayer 2008). Bu



sonuglara dayanarak nesfatinin stres cevabinin ntéramesinde etkin olchu
dUstndlmektedir.

Buglne kadar yapilan cgnalarda, nesfatinin besin alimi Gzerine etkilerhaa
yogun olarak cakilmistir. Nesfatinin dger sistemler ile olan #kileri ve bu
sistemlerdeki fizyolojik sireglere olan etkisinirkoalan ¢ok az ¢gima bulunmaktadir.
Sinirl sayida yapilmgi olan aratirmalar, nesfatinin farkli parametreler Gzerindeki

etkilerine netlik kazandiramastir.

Nesfatin merkezi ve periferik sinir sistemingeeriferik dokularda salgilanan ve
homeostazisin dizenlenmesinde gorev galdoildirilen bir peptitdir. Kan beyin
bariyerini her iki d@rultuda gecebilen ve literatiirde beslenme Uzeriae etkileri daha
detayll olarak cagiimis olan bu peptidin, g@er fizyolojik parametrelere etkisi ve etki
mekanizmalari halen tam olarak aydgall kavgturulamamgtir. Nesfatinin  kan
basincini arttirici etkisi bildiriimekte ancak khasincini hangi mekanizmayla artgdi
netlik kazanmamtir (Pan vd 2007, Price vd 2007, Yosten ve Sam$&@9R Bunlarin
yani sira stres kallarinda plazma nesfatin-1 dizeyinin attyapilan cakmalar ile
gosterilmig bulunmaktadir (Yoshida ve Maejima 2010). Nesfatinuygulamasi
pankreasdaki beta hiicrelerinde L-tipi *€&anal miktarini arttirmaktadir (Nakata ve
Manaka 2011). Bu bilgilersiginda; nesfatin-1'in kalpte de L-tipi Cakanal miktarini
artirabilecgini, periferde renin-anjiyotensin-aldosteron sist¢RAAS) Uzerinden veya
kortizol aracili olarak kan basincini arttirabilgioeé disinmekteyiz. Bu bglamda
normal ve stres kaillarinda, nesfatinin kan basinci tzerindeki etkgalisilacak ve kan
basinci dgisikliklerinin kalp L- tipi Ca'? kanal miktari, RAAS, kortizol, endotelin-1 ve
eNOS ile ilgkisi acikliga kavigturulmaya cakilacaktir.

Hipertansiyon ve stres gunuimuzde oldukca sik girnieygam kalitesini etkileyen
onemli s@lk sorunlaridir. Tedavi edilmedikleri veya ortadakaldiriimadiklari
durumlarda daha ileri ghk sorunlarina yol acabilmektedirleNesfatinin kan basinci
Uzerine etkileri ile ilgili cok az ¢alma yapilmg ve etki mekanizmasi tam olarak netlik
kazanmangtir. Bu calgma ile stres kgqullarinda ve normalde meydana gelen kan
basinci dgisikliklerinde nesfatinin roli ve hangi mekanizmataretki gosterdii

arastinlarak aciklanmaya callacak ve literatire katki gmnacaktir. Ayrica bu



argtirma kronik sistemik nesfatin uygulamasinin normad stres olgturulmu
sicanlardaki etkilerinin agairilacagi literattrdeki ilk ¢algma olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Stres

2.1.1. Stres Tanimi ve Stres Cevabi:

Stres faktdrleri canli organizma icin dinankrarli durumu dgstiren bir seri
reaksiyonlara yol acarlar. Butin tdrlerin hayattalnkasi ve refahi, cevre ve
homeostatik sorunlara uygun fizyolojik yanitlar getirir. Stres keullarina adaptasyon
tum organizmalar igin bir onceliktir. Duysal merkazlen alinan stres ile gkili tim
sinyaller beyne yonlendirilir (Ulrich-Lai ve HermaR009). Beyin strese kar
olusturulan yanitin anahtar organidir. Cunkl beyin psitgel stresin zararh olup
olmayacgini ayni zamanda fizyolojik ve davrasal cevaplarin adaptif veya zarar
verici niteligini belirler (McEwen 2007). Beyin, ndral ve noéroekdn yanitlar
canlinin yararina olacajekilde iyilestirir. Strese kan olusan fizyolojik yanitlar etkili
ve birbirine b&hdir. Bu yanitlarin amaci en zararli skidlarda dahi fizyolojik

batinlgu korumayr amaglar (Ulrich-Lai ve Herman 2009).

Homeostazin yeniden kurulmasi ve devagekilde aktivasyonu, néroendokrin ve
otonom sinir sistemlerinin kontrolinu gerektirir I{idh-Lai ve Herman 2009). Stres
beyin ile kardiyovaskuler, immin ve gdir sistemler arasinda noral ve endokrin
mekanizmalarla olmak Uzere iki sistem argciile iletisimi icermektedir (McEwen
2007). Beyin uyaranin nitgii ile orantili olarak stres yanitlarini tetikleraK kaybi,
enfeksiyon ve @ gibi fiziksel stresler refleks mekanizmalarirtikkendigi ani bir
sistemik tepki meydana getirir. Ayni zamanda befyriksel olmayan veya ruhsal
strese ka# olusturulacak yanitlara diustan programlidir. Stres kollarina kasi
beklenen ya da ani alan bu yanitlarin okmasi 6n beyninsiev gormesi ile
gerceklgir. Kolektif stres yanitlari blytk o6lciide limbik dmeyin, hipotalamus ve
beyin sapinin Orkiigl devreler tarafindan yonetilir. Bgekilde ndroendokrin ve
otonom sistemlerin ilgili etkileri stres yontemi wgogunlugu ile uygun olarak
ayarlanmgtir. Limbik bolge o6dul ve ceza boélgeleri ile kgsive bu da gecmni
tecrtibeler ve beklenen sonugclar ile ilgili uygurestyanitinin olgmasi icin bir arag

sgilar (Ulrich-Lai ve Herman 2009).



Otonom sinir sistemi (ANS) stres maruziyetiredehizli yanitin olgmasini sglar.
Bu yaniti olgtururken, sempatik ve parasempatik kollarinin suhfa organlarda
noronal uyari aracgl ile bu organlarin fizyolojik durumlarinda ani gigklikler
meydana getirir.  Orrgn sempatoadrenamedullar kol, kardiyovaskiler siste
uyararak kalp hizi ve kan basincinda ani bigameden olur. Otonom sinir sisteminin
uyariimasi refleks parasempatik aktivasyon nederhizla azalir. Bu nedenle otonom

sinir sistemi yanitlari kisa surelidir (Ulrich-Lae Herman 2009).

Sempatoadrenomedullar ve hipotalamik-hipofiz-adkeniikal (HPA) aks stres
suresince homeostazisin devamili sa&layan birincil sistemlerdir. Strese maruziyet
torokalumbar kolon ve omurilik intermediolateral dnélerinde pregangliyonik
sempatik noronlarin aktivasyonu ile sonuclanir. gargliyonik ndronlar 6n veya
paravertebral gangliyonlarda, bunlar ise son oaydal ve adrenal medullanin
kromofin htcrelerinde sonlanirlar. Bgekilde organizasyon gosteren sempatik
aktivasyon, Walter Cannon ve arkgldainin 20.ci ylzyilin bglarinda tanimladiklari
“savas ya da kac¢” yanitini meydana getirmektedir. €l cevap, bdica adrenal
medulladan salgilanmakta olan dohadaki adrenalin ve Bhca sempatik sinirlerden
salgilanan noradrenalin seviyelerini, kalp hizi ¥&asilma gicunu, periferal

vazokonstriksiyonu ve enerji hareketihi arttirir (Ulrich-Lai ve Herman 2009).

Akut strese kar “savas ya da kag¢” yanitinin okmasinin oOtesinde, gunlik
yasanilan olaylar kronik stres sebebidir ve vicut ik yipratici etkilere sahiptirler
(allostatik ytk). Buna ramen stres ile itkili hormonlar vicudu kisa sureli olarak

korurlar ve adaptasyonu dizenlerler (allostasig)Eien 2007).

Parasempatik tonus da stres sirasinda modéalglio Parasempatik sistemde
kraniyosakral pregangliyonik cekirdeklerin aktivasy son organlar yakini veya
Uzerinde sonlanan postgangliyonik cekirdeklerin ivalsyonuna neden olur.
Parasempatik etkiler genel olarak sempatik sistekilegnin zitti olacak sekilde

gerceklgir (Ulrich-Lai ve Herman 2009).

Stres faktorlerinin  beyni  etkilemesine gha olarak beyinde lokal
norotransmitterlerin yani sira sistemik hormonlapngal ve fonksiyonel desiklikler

yapabilmek icin etkilgme girerler. Beyin, esnek ve adaptif plastisitepdsitesine



sahiptir. Bu nedenle akut stres sonucunda organigimgotansiyel olarak zararli olan
olaylar, beyinde hafizasinin ghaasini sglarlar. Kronik stres maruziyeti, strese ar
olusan HPA ve otonom cevaplarin dizenlenmesinde gomah beyin bolgelerinin
olumlu yonde yapisal valevsel dgisimine (adaptif plastisite) neden olur. Ancak ¢ok
zorlu kosullar altinda beyinde kalici hasar meydana gelicEMen 2000, Ulrich-Lai ve
Herman 2009).

Strese maruziyet sonucu aktive olan HPA afsikokortikoid seviyesinde asha
neden olur. Glukokortikoidlerin hedefi olarak tataman ilk beyin bdlgesi
hipokampusdur (McEwen 2007). HPA aksinda glukokortller aracilgi ile saglanan
negatif geri besleme olayina limbik 6n beyin yapra en azindan bir kismi aracilik
eder. Sik tekrarlayan stres, beyinde Kkortizol rEségrince zengin hipokampuste
etkisini gdsterir. Hipokampus, olaylarin zaman \&iyin hatirlanmasinda ve kelime
hafizasinda 6nemli bir merkez olarak rol oynar. KBkortikoidler de reseptdrleri
aracllgl ile bu olayda gorev alirlar. Glukokortikoid (GRg mineralokortikoid (MR)
reseptorlerinin her ikisi de hipokampusta bol miitaeksprese edilirler ve belkide bazi
noronlarda kolokalizedirler. MR ve GR’leri kortiki@sonlar icin farkli afiniteye
sahiptirler. Bu durum hipokampusu kortikosteromabazal veya stresle artmi

seviyelerine kan duyarli hale getirir (Ulrich-Lai ve Herman 2009).

Hipokampusun yani sira amigdala ve prefroktateks davragsal ve fizyolojik
cevaplar dgistiren, strese g olusan yapisal désiklikler gostermektedirler. Stres ve
stres hormonlari hayat boyunca bu bdlgeler Uzerioblenlu ve olumsuz etkiler
uretmektedirler (McEwen 2007, McEwen ve Gianaros@0

Limbik glukokortikoid sinyalizasyonun 6nemirkdasilan stres c¢gdine balidir.
Bu sinyalizasyon hipotalamus-hipofiz aksi cevaplarpsikojenik stresler icin
dizenlerken, sistemik stres icin dizenlemez. Lim&istem (6zellikle hipokampus)
hipotalamus-hipofiz aksinin cevabini inhibe edatide tgimaktadir. Limbik sistem bu
etkisi sayesinde stres uyaranina 06zel olarak Hgootas-hipofiz aksinin cevabini
modifiye edebilme yete@e sahiptir. Ancak kronik stres durumunda hipokastp
disfonksiyon ve hafizada bozukluklar ortaya ¢ikiabfkut donemde kortizoldeki agtl
hipokampus ve temporal lobun gorevi olan kisa suhgfizada aksamaya yol

acabilmekle beraber genellikle bu etki geri dgmiludtr. Fakat kronik stres



durumlarinda, glukokortikoidlerin ve uyarici amissgandrotransmitterlerin, stres
suresince ve sonrasinda salinimlari sonucu hipoksnmp piramidal néronlarinin
dendiritlerinde atrofi gegebilir. Bu stres bir stre sonra sonlanirsa sgeli durum
gerileyebilir. Ancak uzun sireli olarak gerceida kronik stres durumlarinda
hipokampal noronlarin 6limu s6z konusudursl®@ams ratlarda yapilan ¢aimalarda,
kronik stresin bazi biyolojik belirteclerin ortayakisina sebep oldtu, hipokampal
piramidal noronlarda kayip, uyarilabilirlik amti ve yikima neden olabilgii
saptanmytir. Glukokortikoidler, hipokampuste kalsiyum akmmikuvvetlendirerek bu
etkilere aracilik ederler. ¥h ratlarda, stres sonrasinda uyarici aminoasglerdlan
glutamatin hipokampuste kronik saliniminin yineedeyatif dgisikliklerde, atrofi ve
noronal kayipta etkili oldgu gorulmitir (McEwen ve Seeman 1999, Kocatirk 2000,
Ulrich-Lai ve Herman 2009).

Hipokampus gibi beyin bolgelerinde meydanaegelstres kaynakl yapisal
degisikliklerin depresyon, post-travmatik stres bozykluve yalanma sirecinin

bireysel farkhliklar gibi cgitli klinik etkileri bulunmaktadir (McEwen 2000).

2.1.2. Stres ve Kan Basincli

Hipertansiyon, rastlanma siginin yiksek ve beraberindegdr bircok hastalik icin
risk faktorii olmasi sebebi ile diinya genelinde dndyn saglik sorunu olarak kabul
edilmektedir. 2000 yili itibariyle diinyada g4in ntfusun % 26,4'Gnun hipertansiyonu
oldugu ve bu oranin 2025 yilinda % 29,2'ye cikacangorialmigtir. Bir diger deysle,
halen 972 milyon insanin hipertansiyonu vardir ¥eyd sonra bu rakam 1,5 milyari
asacaktir. Hipertansiyonu olan bireylerin g&g ekonomik olarak gelnekte olan
ulkelerde ygamaktadir. Bu Ulkelerde hipertansiyonun bu kadarogmasi ve giderek
artmasi “epidemiyolojik gegl’ strecine bglanmaktadir (Kearney vd 2004, Kearney
vd 2005).

Hipertansiyon rastlanma sgkinin yiksek olmasinin yani sira dinya genelinde
Onlenebilir 6lim nedenleri igerisinde bir numarebk faktori oldgu iginde 6nem
tasimaktadir. Ayni zamanda hipertansiyonsg@ kalitesini kéti yonde etkileyen
etmenler arasinda Uclncl sirada yer almaktadir.udanberaber hipertansiyon

kardiyovaskiler ve bdobrek hastaliklart igin kamttas degistirilebilir  risk



faktorlerinden sadece biridir ve bu nedenle de dndwmr saglik sorunu olarak
nitelendirilmektedir. Tum bu 6ngorilen risk fak&nihden, hastalik ve oOlimlerden
korunabilmek icin hipertansiyon gucli bir anlamsitaaktadirlar. Sgikla ilgili
kapsamli bir yaklgm salayabilmek icin hipertansiyon, yiksek LDLL.@gw Density
Lipoprotein) ve diguk HDL (High Density Lipoprotein kolesterol diizeyleri, sigara
kullanimi, vicut kitle indeksi, fiziksel hareketisiz koti beslenme ve diyabet dahil
olmak tzere birbiri ile ikkili risk faktorlerine odaklanmak gerekmektedir @aey vd
2004, Kearney vd 2005).

Gectgimiz yizylldan ginimuize bazi hastaliklarin dliméege olma yuzdeleri
artms bulunmaktadir. Bu hastaliklar arasinda kardiyoudsk hastaliklar da yer
almaktadirlar ve hipertansiyon sgklikardiyovaskuiler hastaliklarin yaygistaasina
katkida bulunmaktadir. Ginimuzde dinya genelindgegggsen 6limlerin %30’'undan
kardiyovaskuler hastaliklar sorumludur. Kardiyouv#sk hastaliklarda 6lum oranindaki
kisa zamanda bu hizli yukseldiyet, fiziksel aktivite ve stres gibi cevresekki

faktdrleri ile iliskilendirilebilir (Kearney vd 2005).

Yuksek kan basinci kardiyovaskiler hastalikladesismeyecek olan 6nemli
nedenlerinden biridir. Yiksek kan basinci ilgkili kardiyovaskiler hastaliklar ger
risk faktorlerinden daha tutarli ve gensizdir. Dinya genelinde hipertansiyon gkl
direkt olarak kalp krizi ve kardiyovaskuler hastatikligini yansitmaktadir (Agyemang
vd 2007).

Calsmalar sonucunda elde edilen kanitlar yetersiz olmaklaalbar, stresin
hipertansiyon ge§iminde katkisi oldgu disinulmektedir. Genellikle stres sonucu
olusan hipertansiyonun; sempatoadrenal aktiviteningiag) epinefrin-norepinefrin
saliniminin arfgina ve gelmis vaskiler tonusa Iga oldugu kabul edilmektedir.
Yapilan calgmalar sonucunda, sempatik sinirlerin aktivasyoeubdlayan uzun sireli
vazokonstriksiyonun adrenerjik reseptorlerin tamr Hlilokaji ile 6nlenemedgi
gosterilmigtir.  Bu nedenle, sempatik sinir sistemi araeiliile gerceklgen
vazokonstriksiyonda, katekolaminler sphdaki faktorlerinde araci olabilegie
disunulmektedir (Han vd 1998).
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Akut ve kronik strese KA olarak ortaya cikan sai kardiyovaskiler yanitlar
hipertansiyon ve kardiyovaskuler hastalik riskirtirabilir (Bechtold vd 2009).

Kronik stres genel olarak; artgyrkardiyovaskiler hastalik riski, baroreseptor tefle
zayiflamasi, meydana gelebilecek olan yeni akuwgsstrkagi artms kan basinci ve
noroendokrin yanitlar okturma, tekrarlayan strese karazalmg kan basinci ve
noroendokrin yanitlar oklurma, bazal kan basincinda amibi etkilere sahiptir. Bu
mekanizmalar organizmanin stresskitarinda hayatta kalabilmesi ve gelecek yeni
tehditlere hazirlikl olabilmesine yardimci olmakete uyum icinde c¢aimaktadirlar.
Fakat stres devresinin uzun sureli aktivasyonudilgavaskuler hastaliklar igin bir risk
faktorti artg1 dahil olmak Uzere bircok 8hk sorunlarina neden olabilmektedir
(Scheuer vd 2007, Scheuer 2010).

Kronik stres ile gelen vyorgunluk hissi, enerji eksikli irritabilite ve
demoralizasyon beraberinde fibrinojen sistemindephageletlerde artrgireaktiviteye
yol acar, bu olay miyokard infarkttisi riskinin amea sebep olur. Stresle artrkan
basinci, artngi sol ventrikil kitle indeksi ve ilerleyen ateroside da miyokard
infarktts gelgimine hiz kazandirirlar (Kocattrk 2000).

Kronik veya tekrarlayan stres bazal kan baswec glukokortikoidlerin arti ile
iliskili iken; akut stres kan basincini, kalp hiziniJagma glukokortikoid
konsantrasyonunu ve kan glikoz dizeylerini hizidurar. Kronik olarak yiksek olan
glukokortikoidler kardiyovaskuiler hastaliklardékayet ve olumlerin ar§ina neden
olur. Glukokortikoid reseptérlerindeki ve glukokiduidleri metabolize eden
enzimlerdeki dgisiklikler hipertansiyon ve kardiyovaskuler hastaduklile iligkili
bulunmaktadirlar. Bu nedenle kronik strese glbaolarak glukokortikoidlerin
yukselmesi, stresin kalp ve damarglsga Uzerindeki olumsuz etkilerine katki
sgglamaktadinBechtold vd 2009).

2.1.3. Stres ve Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistei (RAAS)
Onceleri kalp yetmezii kalbin pompalama kapasitesindeki azalmayglibalarak

gelisen klinik bir sendrom olarak tanimlanirken, dahanratari kalp yetmezi

miyokardiyal disfonksiyon ve aktive olan dengeleymdrohormonal mekanizmalar
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arasindaki surekli etkifgm ile karakterize edildi. Bu ndérohormonal mekanatar
arasinda sempatik sinir sistemi (SSS), RAAS vekgitgistemleri yer almaktadir. Bu
sistemler akut donemde baskilagrolan miyokard fonksiyonunu ve kardiyovaskuler
homeostazi dengeleyebilirler. Ancak, bu sistemlednn vadeli aktivasyonu kardiyak
dekompansasyon ve kalp yetmgiiin ilerlemesine neden olan kardiyak yapi ve
performans tzerindeki olumsuz etkilere sahiptiigdskiadis vd 2009).

Kardiyovaskuler hastaliklarin gglin sirecinde sadece miyokard ve vaskiler
yapilarin butinlgindeki patolojik dgisimler desil ayni zamanda 0Ozellikle SSS ve
RAAS bata olmak Uzere birka¢c ndrohormonal aksin aktivaspom da etkili
oldugunun fark edilmesine Igh olarak kardiyoloji alani son yirmi yilda blyuleglsim
gostermgtir (Sekil 2.1) (Adams 2004).
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Sekil 2.1 Sol ventrikal hipertrofisi (LVH) ve miyokard infatiisii (MI) sureclerinde; 6zellikle renin-
anjiyotensin-aldosteron ve sempatik sinir sistemlate kapsayan olumsuz nérohormonal aktivasyonun
temel roli (Adams 2004).

Tromboz ve Ml iceren bir dizi olaylarin altnasina neden olan ateroskleroz ve sol
ventriktl hipertrofisi ile gekim gosteren kardiyovaskuiler hastaliklar; hastalarda

ilerleme gosterir ve giu zaman kalp yetmezii ve sonunda 6limle sonuclanirlar. Ml
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ve kalp yetmezfii 6ncesi gelen tim bu olaylar; SSS ve RAAS elemanlari olan NE,
anjiyotensin Il (Angll) ve aldosteron gibi nérohaomal sistem elemanlari aragilile
meydana gelir. Bu norohormonlarin  6neminin fark Iredsi, kardiyovaskuler
sureclerde meydana gelen temel hastaliksigakrinin tedavisinde buyik avantaj
salamistir. Bu nedenle; nérohormonal aktivasyonun ve irdyibnun dizenlenmesi
kalp rahatsizliklarinda yeni ve etkili tedavilergelistiriimesi icin 6zel bir 6neme
sahiptir. Kalp rahatsizliklarinda RAAS ve SSS'nitkig ile olusan fizyopatolojik
degisimler; sodyum tutulmasi, kalp kasilabilglhin azalmasi ve miyokardinsia
hipertrofisi gibi olaylari icermektediSgkil 2.2) (Adams 2004).

Sempatik S%ﬂir S:iStemi Renin-Anjiyotensinojen-Aldosteron Sistemi
(Norepinefrin) (AnjiyotensinIl-Aldosteron)

\\./\/

Vazokonstriksivon

Sodyum Tutulumu ve

Direk Kardiyotoksisite Voliim Artis
Artmus Kalp Hizi ve
Kasilma Giicti
Artmis Duvar
/ o
Artmug O, Thtiyac: Intersitisyel Fibrozis

/

Miyosit Hasa.n azalmis kasilma giicti
ve anormal hipertrofi

Sekil 2.2 Kalp hastalarinda norepinefrin, anjiyotensin Ilaldosteron ile @ri uyariimanin fizyopatolojik

mekanizmasi (Adams 2004).

Miyokardiyal sistolik fonksiyon bozukfu, kardiyak debi korunmasini amaclayan
norohormonal hiperaktivite ile gkilidir. Bu cevabin néronal kismi SSS ile temsil
edilirken; hormonal kismi ise en Onemlisi RAAS oknézere belli bgll bazi

hormonlarin salgilanmasinin artmasi ile temsilredKtedir (Triposkiadis vd 2009).

Sempatik sinir sistemi kardiyovaskuler sisterakut donemde dizenlenmesinde
gorev almaktadir. Uzun sureli aktivasyonu kalp yehgi ile sonuclanmaktadir. Kalp
hastalginda artmy sempatik aktivite 0Ozellikle s bicimde geken ventrikil

hipertrofisi, sodyum tutulumu ve vazokonstriksiyomgeren cgitli fizyopatolojik
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degisimler ile sonuglanmaktadir (Adams 2004). Sempaitgetaktivite artmy plazma
NE seviyesi, merkezi sempatik akim ve aktive alre@mpatik sinirlerd

en NE'nin plazmaya yayllmasi ile kanitlanir. Buraureraber yapilan cahnalar
hipertansiyonu olan hastalarda SSS hiperaktivitesisol ventrikiler diyastolik
disfonksiyonuna bzl olarak gelgen kardiyovaskiler hastalik riskinde de @rtneden
olabileceggini gostermglerdir (Triposkiadis vd 2009).

Katekolaminlere kigh olarak gerceklgen kardiyak toksisite iyi bilinmektedir. Birgok
seckin ve ¢cok dnemli temel bilim ¢ginalari “Uzamy sempatik aktivasyon miyokard
toksisitesine neden olur.hipotezinin dnemini ortaya koymytur. Asiri miktarda
bulunan NE; hipoksiye, siklik adenozin monofosfatANP) artsina, oksidatif
katekolamin metabolitlerinin ojumuna, sarkolemmal gecirgenlik antia bl olarak
gerceklgen ve kardiyomiyositlerde direkt 6lim ile sonuclanatraseltler kalsiyum
yuklenmesine neden olur. sf miktarda artmyg NE salinimi ile olgan sempatik
aktivasyon, adrenerjik reseptoérlerin aktivasyonusglayarak, artmy miyokard
hipertrofisine, kardiyomiyositlerin apoptozis veyarogramli 6lumlerinde aga,
kardiyomiyositlerde gen ekspresyonlarinin farkhtasi ile kasilabilir ve metabolik
proteinlerin zararli yonde dsimlerine neden olur (Adams 2004, Triposkiadis vd
2009). Ratlarda kronik katekolamin uygulamasininterstisyel fibrozise, beta
adrenerjik reseptor aracili azammotropik cevaplara, miyosit apoptozisi ve 6zedik
sol ventrikul dilatasyonu ile artgipompalama fonksiyon bozulduna neden oldiu
gOsterilmitir (Triposkiadis vd 2009).

Kalp hastaliklarinda gozlenen sempatik hipevak, kardiyovaskiler reflekslerdeki
anormallikler ile yakindan gkilidir. Sempatik hiperaktivite durumunda; arteryal
baroreseptor refleksler gibi sempatoinhibitér kgogiaskiler refleksler anlamli bir
sekilde baskilanir. Bununla beraber kardiyak sempatifferent ve arteryal
kemoreseptor refleksleri iceren sempatoeksitatfieksler arttirilir.  Merkezi sinir
sistemi de vicudun farkh kaynaklarindan, kalbimigen yapilanmasi ve fonksiyon
bozuklysu gelsiminde ana rol oynayan aktif mekanizmalardan bagr. Ornegin;
Angll ve aldosteron beyinde lokal olarak Uretilmeekte sempatik sinir sistemi
aktivasyonu ile gejen sistolik kalp yetmezline neden olmaktadir. Angll; Angll Tip 1
reseptor (AT-1) sayisinin &t nitrik oksit (NO) inhibisyonu ve indirgenmi
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nikotinamid adenin aracgh ile stperoksit anyon Uretiminde a&iyol acarak sempatik
uyarimin ve hastalik gglminin artsina neden olur§ekil 2.3) (Triposkiadis vd 2009).

Uyarict
Refleksler ( 4 )
(2)
Baskilayie1
Refleksler

b

Uyar gw‘\ii? (1) Sol Ventrikiil Yeniden

Modellenmesi

Sekil 2.3 Sistolik kalp yetmezflinde sempatik aktivasyon; 1- Uyari kardiyak disfsiglona neden olur
ve kalp debisini azaltir. 2inhibitér sempatik kardiyovaskiiler reflekslerin A&tilmasi ve eksitator
sempatik kardiyovaskiler reflekslerin guclendirishenerkezi sinir sisteminde artynsempatik uyari
girisi ile ili skilidir. 3, 4- Sempatik uyari ¢ikinin tonik artgina neden olan guclendirilgnkardiyovakuiler
sempatik afferent reflekslerin merkezi kolaglalmasi; Angll, sitokinlerde agtive NO’'de azad ile
dizenlenmektedir. 5- Sol ventrikul (LV) intersitisyunda dilatasyon ve sistolik fonksiyon boz@dna
(LV remodelling neden olan sempatik uyari gikidaki kronik arty, kardiyomiyositlerdeki yapisal ve

fonksiyonel dgisimler ile iligkilidir. (m: medulla) (Triposkiadis vd 2009).

Uzamg sempatik sinir sistemi aktivasyonu, uyariima-kasilglesmesini olumsuz
yonde etkiler ve kronik kalp yetmegiigelisiminde merkezi rol oynayan apoptotik
yollar1 arttirir. Bu olay transgenik farelerde insé#etal-adrenerjik reseptorlerinin
(ADRB1) balangicta kardiak fonksiyonlari arttirmasin&meen ilerleyen zamanlarda
patolojik hipertrofi ve kalp yetmegine neden oldgu gercgi ile desteklenmsitir
(Triposkiadis vd 2009). Hayvan modellerinde ABIRasIr ekspresyonu sol ventrikil
ejeksiyon fraksiyonu ve ventrikilin plastisitesindayiflama ile sonuglanmaktadir.
Sistolik disfonksiyonlu hastalarda APR blokaji, sol ventrikilglevini arttirmakta ve
ani 6lumleri azaltmaktadir (Adams 2004). Kalp ysitdiginde beta2-adrenerjik

reseptorlerinin  (ADIR2) roli acikga belirlenemegtir. ADRB2 sinyalizasyonu,
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inhibitdr G-proteini (Gi) seviyesinde agéi neden oldgu icin katekolamin argini
dizenleyen koruyucu antiapoptotik yollari aktiveleitigi one suridlmektedir. Yapilan
bir calsma sonucunda; miyokard iskemisinesarusan cevapta Gi sinyalizasyonunun
secici birsekilde inhibe edilmesi ile MI blytkgiinin ve apoptotik sinyalizasyonun
anlamh birsekilde arttg gosterilmgtir. Son yapilan ¢ajmalar ADR32 yoklugunun;
artms katekolamin seviyesi, kardiak hipertrofi, fibrozie sonunda kalp yetmegilile
iliskili ~ oldugunu goOstermektedirler. Kalp yeters@iide beta3-adrenerjik
reseptorlerinin (ADR3) roli aciklga kavyturulamamgtir. Bununla beraber yapilan
calismalarda; kalp yetmeginde NO Uretimi artn ve kalsiyum gegini inhibe etme
yollari ile gecici bir negatif inotropik etki gosen ADR33 sinyalizasyonunda agtl
gozlenmgtir. Sempatik sinir sistemisleyisini ayrintili bir sekilde anlamak ve buna
midahale edebilmek, kalp yetmetzliile ilgili yaklasimlarda fizyopatolojik ve

teropotik acilimlarin geymesini sglayacaktir (Triposkiadis vd 2009).

Stres slresince sempatik aktivasyondaks aenin Uretimindeki ara neden olur.
Renin miktarindaki ari ise kan Angll seviyesinin yikselmesi ile sonugiani
Dolasimdaki Angll artgi fizyolojik olarak aktif olan AT-1’lerinin uyarilrasini arttirir
ve buna bgl olarak da stres suresince 6n hipofiz ACTH, adtegiukokortikoid,

aldosteron, katekolaminlerin glumu ve salinimina katki gar (Hafner vd 2012).

Stres ve 0Ozellikle depresyon durumlarinda iyasdaskiler hastaliklarin
ilerlemesine ramen RAAS’nin stres yanitindaki rolt genellikle innegilmistir. Daha
sonra yapilan ¢aimalar, kardiyovaskuiler hastalik géfni ve ilerlemesinde RAAS’nin
temel rolini go6sterngtir. Kardiyovaskiler hastaliklarin patogenezininligminde
RAAS en onemli sistemlerden biridir. Stres sutbarinda RAAS aktivasyonu
kardiyovaskuler hasar ile ilgili oksidatif stresflamasyon ve instlin direnci gibi bir
dizi stireci uyarir (Hafner vd 2012). Ozellikle RAAfokaji, kardiyovaskiiler yeniden
yapilanma, yiksek kan basincigdderinin sirddrtlmesi ile ilgili olan molekuiler ve
hicresel mekanizmalart durdurulabilmektedir (Volpel 2011). Bu nedenle,
kardiyovaskuler hastaliklarin dnlenmesi icin yaygotarak kullanilan maddeler
anjiyotensin dongttricu enzim (ACEangiotensin converting enzyjmahibitorleri ve
AT-1 blokerleridir (Hafner vd 2012).
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RAAS sadece dajanda etki gosteren bir hormonal sistengittBr. Beyninde dahil
oldugu bircok farkli dokuda Angll sentezlenmekte ve but@ lokal RAAS adi
verilmektedir. Beyin RAAS’'de AT-1'nin dalimi HPA aksini takip eder. Bu nedenle
stres cevabinin ojmasinda HPA aksi ve RAAS arasinda siki birgldoat
bulunmaktadir (Hafner vd 2012).

Yapilmg olan bircok cakma stres ile ikkili depresyon semptomlarinin ve sosyal
ili ski bozukluklarinin kardiyovaskuler hastaliklar idair risk faktéri oldguna dikkat
cekmgtir. Bunun yani sira depresif sherde akut strese ksgr olusturan fizyolojik
yanitin sghkh bireyler ile kasilastirildiginda ayni olmagh yapilan cakmalarla
gosterilmitir. Ozellikle sosyal izolasyon ve depresyon sempéwmi, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve beraberinde gelen oliimler icin olumgdonde gedim gdsteren biyolojik
ve davramngsal risk faktorleri olarak bilinmektedirler. Depyemlu hastalarda HPA aks
aktivasyonunun, sempatoadrenomedullar sisteminpirkalotonom kontrolindeki
degisimlerin ve davrangarin stres ile ikkili olduguna dair kanitlar bulunmaktadir.
Akut ya da kronik stres adaptasyonunuglagan duyusal bilgi kaynaklarinin
yoklugunda strese kar artms yanit, sosyal olarak izole bireylerde argndlim
oranlarinin nedeni olarak gosteriimekte@iéfner vd 2012).

Depresyonda RAAS’nin aktivasyonunun ggégi yapilan cagmalar ile
gosterilmitir. Ancak bugiine kadar RAAS; sosyalskilerin eksikligi, depresyon ve
kalp-damar hastaliklari arasindakghilyi aciklamak igin ilgili bir sistem olarak kabul
edilmemitir. Kisith sosyal ilgkiler ve depresyon taminda RAAS'nin stres ve
depresyon Uzerindeki rol ile ilgili yapilan insealismalari yetersizdir. Yapilngiolan
iki Klinik calismada depresif hastalarda aldosteron plazma dizeyii&sek olarak
bulunmutur. Murck ve arkaddarinin yapmg olduklar calgmada; depresyonlu
hastalarda aldosteron seviyelerinin gece periyodualamli birsekilde yukselmy
oldugu gosterilmgtir. Depresyonda RAAS'ni agairan dier calgmada ise; depresif
hastalarda aldosteron seviyesinin kontrol grubuiie @,77 kat daha yiksek ofu
tespit edilmgtir. Renin dizeylerinde ise hafif bir artgdzlenmgtir. Bu calgmalarin
yani sira yapilan der calgmalarda; yuksek Angll seviyesi ve ACE aktivitesi
fenotipine neden olan insan RAAS polimorfizmlee dlepresyon gorilme siginda
artis arasinda bir ifiki oldugu bildirilmistir (Murck vd 2006, Hafner vd 2012).
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RAAS'nin kardiyovaskuler sistem ulzerindeki yimpatolojik etkileri, Angll ve
aldosteron tarafindan meydana getirilir. Angll Vdoateron tretimi NE salinimini
arttirir ve sinir uclarindan NE alimini engellerd@gms 2004, Triposkiadis vd 2009).

Angll'nin kardiyovaskuler etkileri sempatik @kasyon ve gri NE salinimina
benzerlik gostermektedir. Fazla miktarda Angll'yeotik maruziyet, girn sekilde
artms ventrikler hipertrofiye, vazokonstriksiyona vedgam tutulumuna neden olur.
Kalp yetmezlgi olan hastalarda ACE inhibisyonu ile gelen kronjarar Angll
uretiminin inhibisyonuna kg olarak deil, bradikininin arttirimasindan kaynaklanan
bir sonuctur. Hayvanlarda iskemik hasarigl@@masindan sonra segcici hiekilde
mineralokortikoid reseptdr antagonistlerinin uyguteasi, gelien ventrikil dilatasyonu
ve kontrol hayvanlarinda gortlen sistolik fonksilaymin azalmasini engellemektedir.
Yapilan klinik ¢calgmalar bu bulgularin insan kardiyovaskuler hastahkida da gecerli
oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir (Adams 2004).

RAAS’nin bir elemani olan anjiyotensin dgtiiriici enzim2 (ACE2angiotensin
converting enzymédircok dokuda eksprese edilen ve aktif olan memlgegili tip 1
glikoproteindir. ACE2'nin en fazla ekspresyonunai®k, endotel, akgerler ve kalpte
rastlanmgtir. ACE2 enziminin katalitik aktivite gosteren ks %61 oraninda ACE
enzimi ile ayni homolojiye sahipken, fonksiyonetmak farkli 6zellik géstermektedir.
ACE bir dipeptidaz olarakslev gorurken, ACE2 daha c¢ok bir karboksipeptidgevine
sahiptir. ACE2’nin ana substrati Angll'dir. Bunungehda diguk ilgiye sahip oldgu
substrastlarini; Angl, vazoaktif bradikinin, apélth ve 36 olgturmaktadir. ACE2
aktivitesinin ana arint olan Angl-7, Angll'nin tars antiinflamatuar ve antioksidant
etki gosterir. Angll ve Angl-7 arasindaki dengekidsr hastalik gej§imine yon veren
onemli bir role sahiptir (Tikellis ve Thomas 201®gapilmis olan bir calyma ile ACE2
eskpresyon duzeyindeki azah aterosiklerotik plak okumunu arttirdii gosterilmgtir
(Thomas vd 2010). Literatirde yer alan galalardan bazilart ACE2 aginin sistolik
hipertansiyon gedimi ile olan iliskisini acgiklamaya cajmaktadir. ACE2 geninin
sessizlgtirildi gi farelerde Angll uygulamasina kargelisen hipertansif cevaplarin
arttigi ve bobrekte Angll'nin @ri birikim gdsterdgi, ayni zamanda erken kardiak
hipertrofinin gelgtigi bildirilmi stir (Gurley vd 2006, Oudit vd 2007). Yapilgrolan son
calismalar RAAS’nin dengeli bigekilde calsabilmesi icin ACE2'nin énemini ortaya

koymaktadir. Ozellikle kardiyovaskiiler sistemin dilenmesinde ACE2, ACE’den
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daha 6nemli bir yere sahiptir. Cinkii RAAS'nin delndgp@ sekilde calgmasinda lokal
Angll ve Angl-7 seviyeleri ACE2 tarafindan duzemektedir (Tikellis ve Thomas
2012). Yakin zamanda yapilgnolan bir calyma ile kronik ortasiddetli egzersizin
RAAS elemanlari Uzerindeki etkisi acliklanmaya ghhistir. Sicanlar 16 haftalk
kronik ortasiddetli egzersiz uygulamasina tabi tutuktur. Kronik egzersiz uygulanan
sicanlarin beyindeki ACE2 miktarinda sedanter $agangre anlaml bir agtioldugu
gozlenmgtir. Bu verinin uzun sudreli yapilan egzersizin Kaasinci Uzerindeki olumlu
etkisini aciklayacak olan parametrelerden biri gldwistnidlmektedir (Agarwal vd
2011).

Depresyonda néroendokrin ggimler uzun zamandir callmaktadir ve bu
calismalarda 6zellikle kortizol miktarindaki agtiizerinde durulmgtur. HPA sisteminin
diger hormonu olan aldosteron ihmal edgtimi (Murck vd 2012). Bununla beraber
kardiyomiyositlerde stres nedeniyle MR’nirsia aktivasyonu, aldosteronunsia
dizeyde bulunmagh durumlarda bile 6nem g¢amaktadir (Adams 2004). Hayvan
deneyleri aldosteronun ratlarda ve kemirgenlerderayon benzeri davraa neden
oldugunu ve Angll reseptdr blokerlerinin stresi azgltii gostermektedir. Bu sonuglar
aktive olmyg RAAS’nin sosyal izole ve depresifsderde sadece ytksek stres sonucu
olmayabilecgini belki de dg@rudan veya dolayl olarak depresyon ile ilgili ofduu

gostermektedirler (Hafner vd 2012).

Aldosteron hipertansiyon, Ml ve kalp yetmgrlgibi kardiyovaskuler hastain
tum formlarini etkileyen ©6nemli bir hormondur. Kamlaskiler hastaliklarin
bircogunun  tedavisi aldosteronun fizyopatolojik yan akiin  spesifik

antagonizmasini icermelidir (Adams 2004).

Kalp yetmezfii olan hastalarda aldosteron seviyesi normal bereykiyasla 20 kat
yuksek bulunmgtur. Bu artgin dncelikle adrenal bezlerdeki tGretiminin @rtre bunu
takiben ylksek plazma Angll konsantrasyonlaringlibaldugu distnilmektedir.
Aldosteronun miyokardiyal fibrozis geimini uyarici, kardiyovaskuler yeniden
yapilanma ve hastalik ggini streclerini kolaylatirici elektrolit ve metabolik etkileri
bulunmaktadir. Aldosteron NE alinimini baskilamasyani sira endotelyal fonksiyon
Uzerinde negatif etkiye sahiptir ve plazminojeniakbr inhibitér-1 seviyesini arttirir.

Yapilan calgmalar aldosteron antagonistlerinin kalp yetmgatie yararli sonuclarini
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gOstermgtir ve bu belki de aldosteronun NE Uzerindeki etiiden kaynaklanmaktadir
(Triposkiadis vd 2009).

Kardiyovaskiler hastaliklarda aldosteronun tméh anlailmasi, RAAS'nin
aktivasyonunun olumsuz sonugclariyla ilgili dahaldagzalsma yapilmasini gerekli
kilmistir. Yapilan yeni argirmalar bu 6nemli kardiyovaskuler hormon hakkirdak
geleneksel fikirleri dgistirmislerdir. Balangicta kardiyovaskuler hastaliklarda
aldosteron Uretimini sinirlandirmak icin ACE inkgponunun anlamli ve yeterli olgu
varsayllmaktaydi. AngllI'nin aldosteron uretimini ttaabilme kapasitesinin  acik
olmasinin yani sira aldosteron Uretimi ve salinindiizenleyen ger birgok aracinin
oldugu anlgilmistir. Aldosteron konsantrasyonlarinin seri 6lcimigdistermstir Ki;
ACE inhibisyonu aldosteronun dglendaki konsantrasyonunu gecici bgekilde
baskilamaya neden olur (birka¢ gin igin)slBagicta “aldosteron kagi’ denilen bu
olay pozitif randomize ve kontrolli ¢catnalar dahil olmak Gzere ACE inhibisyonunun
onemli klinik yararlarini aciklayan camalarin dgerini azaltmgtir. Daha sonra
yapilan cakmalarda; sol ventrikller sistolik disfonksiyonu iteraber gejen kalp
hastaliklarinda ACE inhibitorleri, Angll reseptontagonistleri ve ADR blokerleri
kullanarak yapilan noérohormonal bloklama stratgjii@, dolsggimdaki aldosteron
miktarini azaltmada etkin olmagl gdsterilmgtir. Gelisen bilim aldosteronun
bobreklerde sodyum gammasindaki etkiniinin yani sira beyin, damar fizyolojisi ve

kalpte bircok dnemli role sahip olgunu gosternsitir (Sekil 2.4) (Adams 2004).

Aldosteron
[
] 1 1 1
> ® P = {
‘ o 2 s ‘ll
Bobrekler Beyin Kan Damarlar: Kap
Sodyum tutulumu. potasyum Astims kin Sitoiﬂ'n sziivasyonu: Kardiak hipertrofi,
atdomi N wvaskiiler mf.lamasylon: ityelardival fibrosis
| I endotelval disfonksivon
- ' !
Hipertansivon Vaskiiler Hasar LV hipertrofisi
| |

Son dénem bdbrek yetmezligi,
miyokard infarktis, kalp
yvetmezligi, ani kalp dliimii

Sekil 2.4 Aldosteronun cgtli fizyopatolojik etkileri (Adams 2004).
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2.1.4. Stres ve Glukokortikoidler

Strese kar olusan kardiyovaskuler yanitlarin mekanizmasinda glokikoidlerin
roli henlz tam olarak asléamamstir. Yapilan c¢akmalar sonucunda
glukokortikoidlerin birgcok fiziksel strese kar kan basincini arttirici  yondeki
etkilerinin, katekolaminlerin periferik etkilerinidestekleyerek gercekkadikleri
disintlmektedir (Bechtold vd 2009).

Strese maruziyet, HPA aksi uyararak hipotalamusuaventrikiler nukleusundaki
hipofizotropik noéronlari aktive eder. Bu noéronlaRE gibi salgilatici hormonlari
salgilarlar ve bu salgilarini medien eminensin godolgimina bgaltirlar. Bu
salgilatict hormonlar 6n hipofiz bezine etki ederallrenokortikotropik hormon
salgilanmasini gtarlar. Bu hormon adrenal korteksin i¢ kismina @dasikulata) etki
ederek glukokortikoid hormonlarin (0rgi|; sicanlarda kortikosteron, insanlarda

kortizol) sentez ve salinimini uyarir (Ulrich-La YHerman 2009).

Hipotalamus-hipofiz-adrenal aksinin aktivasyonuagiahdaki glukokortikoidlerin
miktarinin artmasi ile sonuclanir. Plazma glukoikoit! seviyesinin en st seviyelere
ulasmasi stres dangicindan sonra dakikalar icinde gercgkldHPA uyariimasinin iki
adimli hormonal mekanizmasi, sempato-adreno medakltavasyonu bgatan sinaptik
mekanizmanin bekleme donemine gére dahasyaler. Bu nedenle bu ikisamal
mekanizmada etkisi guc¢li ve nispeten daha uzun lis&agilayici bolgeler
bulunmaktadir. Daha sonra glukokortikoidler depotanenerjinin mobilizasyonunu ve
periferik vazokonstriksiyon gibi sayisiz sempatikall etkileri potansiyalize eder. Ek
olarak adrenal korteks sempatik sinir sistemi taden direkt olarak inerve edilir ve bu
inervasyon kortikosteroid salinimini regile edebBiu nedenle HPA aksi ve SSS stres
suresince enerji glamak ve kan basincinin devangihi s&lamayi da igeren birbirini
tamamlayan bircok etkiye sahiptirler (Ulrich-Lai kierman 2009).

Glukokortikoidler vicutta hem genomik hem dengmik olmayan etkilere
sahiptirler. Genomik etkileri GR'ne pknarak veya bazi dokularda ise MR'ne
baglanarak ortaya cikar. Bu reseptorler ligandibdi olarak transkripsiyon faktorlerini
etkilerler ve bdylece gen transkripsiyonundasigiene neden olarak uzun dénemde

etkilerini gosterirler. Mineralokortikoid reseptérl endojen glukokortikoidlere buyik
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ilgi gosterir hatta sirkadian ritimle salinan gliestikoidlere buytk oranda Bkanirlar.
Glukokortikoid reseptorleri ise kortikosteroidler@Usiik ilgi goOsterirler ve stres
cevabinda gerceldegi gibi kortikosteroidlerin miktarlarinda yikselmédogu zaman
kortikosteroidlere bglanma gosterirler. Buna kahk glukokortikoidlerin genetik
olmayan etkileri dakikalar icinde de meydana geielbe boylece HPA aksinin hizli
negatif geri beslemeli inhibisyonu igin genomik alyan sinyalizasyon, dalendaki
glukokortikoidlerin dakikalar icinde hizla agtile gerceklgir. Genetik olmayan etkiler
biyuk ihtimalle hedef hiicre membrani etkihei sonucunda meydana gelmektedir
(Ulrich-Lai ve Herman 2009).

Yapilan ¢calbmalar; kronik ve sistemik glukokortikoid miktarirdaytikselsin, akut
fizyolojik strese kagi kardiyovaskiler ve katekolamin cevaplarinda sartneden
oldugunu gostermektedirler. Kronik stres ile daha oOnessilasilan streslere kar
kardiyovaskuler yanitin zayiflatilmasi s6z konukani yeni kagilasilan ve ygaami
tehdit eden streslere kamlusturulacak kardiyovaskiler cevaplar guclendiriimelte
Kronik stres uzamasi normal kan basincisartiiceren siurekli bir dikkat durumuna
neden olabilir. Stres slresince glukokortikoidlekironik artsinin kardiyovaskuler
dizenleme Gzerine olan merkezi etkileri ile ilgetatirde ¢ok az bilgi yer almaktadir.
Insanlar arasinda stres ve glukokortikoidlere duykdcisindan énemli dgskenlikler
bulunmaktadir. Bu nedenle stresin olumsuz etkieekagl bazi insanlar duyarli iken,

bazi insanlar direnclidirler (Bechtold vd 2009).

Kardiyovaskiler hastaliklarin ggininde glukokortikoidler, stres ve genetik
yatkinligin i¢c ice gecmy rollerinin anlgilmasi, kardiyovaskiler hastaliklara far
alinacak olan 6nlem ve uygulanacak tedaviler iggmiymetotlarin gegtiriimesini
saglayacaktir (Bechtold vd 2009).

2.1.5. Stres ve Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (eNS)

Endotel kaynakli geyetici faktor olarak da bilinen nitrik oksit (NO)jrnitrojen ve
bir oksijen atomundan doan, paylailmams elektron iceren, pek cok reaksiyonu
etkileyen zayif bir oksidan veya indirgeyici birldgen olarak gorev yapan, serbest
radikal olarak da nitelendirilen, kiicik bir mole#tit (Lowenstein vd 1994). Yiksiz

bir molekul oldgu icin membranlardan kolayca gecer vwegnems bir elektrona
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sahip olmasi nedeni ile hizli reaksiyona girer.\aanrt 20-30 sn kadardir (Akgakoyun
2004).

Damar endoteli buyik bir parakrin organdirk@ayida faktor salgilayarak vaskuler
tonusu, hicre proliferasyonunu, trombogenezi, bosit ve lokositler arasi etkiieni
dizenler. Endotel; kompleks hiicre membran resepigdinyal ileti mekanizmalari,
vazoaktif maddeler, tromboregulatuar maddeler waibie faktorleri salgilayarak i¢c ve
dis uyaranlara cevap verir. Kendi tonusunu dizenldyedan akim ve dalimini lokal
ortam dgisikliklerine gore ayarlar. Cgu damar, akim agina yani kayma stresine
(shear stres) kagi dilatasyon yanitini verir. Bu olaya akim aradliatasyon flow-
mediated dilation FMD) ad verilir. FMD’nin ana mediatori endotedynakli NO'dir
(Coretti vd 2002).

Nitrik oksit; endotel hicrelerinde hicre zammvajinasyonu ile olgan caveola&ala
lokalize endotelyal NO sentaz’in (eNOS) enzimatikiseyle prekirséri olan L-
arjininden sentezlenir. Caveolin-1, calmodulin’gzlbair ve eNOS aktivitesini inhibe
eder. Kalsiyumun (C4) calmodulin’e bglanmasi Caveolin-1'i ayirir ve eNOS'u aktive
ederek NO Uretimine yol acar. TetrahidrobiopterBH4) ve nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat (NADPH) gibi kofaktorlerde NO étrminde rol alir §ekil 2.5).
Caveolae kolesterol ve sfingolipidden zengin, fopidden fakirdir. Caveolae, bir¢cok
dokuda G proteini, protein kinaz gibi reseptorlerkumelendgi bir yapidir.
Hiperkolesterolemi gibi hiicre membraninin lipid Keosizyonunda dgsikli ge yol
acan faktorler, caveolae’nin fonksiyonunu bozaraRNaktivitesini olumsuz yoénde
etkileyebilir (Janssens vd 1992, Behrendt ve GAO2p
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Sekil 2.5 Endotelyal hiicrelerde NO (Nitrik oksit) tretimi. @\ Nitrik oksit, eNOS: Endotelyal nitrik
oksit sentaz, BH4: Tetrahidrobiopterin, NADPH: Nikamid adenin dinlikleotid fosfat, CaM:
Kalmodulin, GTP: Guanozin trifosfat, cGMP: siklikignozin monofosfat, Ca Kalsiyum) (Ross 1999).

Nitrik oksit, endotel kaynakli 6nemli bir vadiatatordur (Davignon ve Ganz 2004).
Nitrik oksit; endotel baimli vazodilatasyonu, Angll ve endotelin gibi engldtaynakl
vazokonstriktorlerin etkisine kar koyarak sglar (Rubbo vd 2002). Endotel
NO tarafindarglasan endotel kamli

vazodilatasyonun bozulmasidir (Davignon ve Ganz420Nitrik oksit tretimi ya da

disfonksiyonunun esas gostergesi,

aktivitesindeki bozulma; vazokonstriksiyon, platelagregasyonu, diz kas hicre
proliferasyonu, lokosit adezyonu ve oksidatif stgisi aterosklerozu arttiran etkilere
yol acar (Endres vd 1998).

Bazal keullarda endotel; damari goéreceli olarak dilate dudla tutmak tzereslev
gorur. Bununla birlikte endotel, gerilme stresiigilegisik fiziksel uyarilara tepki verme
kapasitesine sahiptir. Endotel hiicre membrani sikaimla aktive olan potasyum
kanallar1” gibi 6zellemis iyon kanallari icerir. Gerilme stresi ile kdesinca
hiperpolarize olan endoteldeki bu kanallar aciHiicre icine kalsiyum gigi artar.
Kalsiyum kalmodulin aracili olarak eNOS'I aktive eedve NO uretimini bgatir
(Janssens vd 1992, Joannides vd 1995).
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Memelilerde NO sentezleyen tgdgk NOS vardir. NO sentezi ile ilgili ilk bilgiler
bagisiklik sistemi (inflamatuar) hicreleri tzerinde yapi gozlemlerle elde edilstir.
Inaktif inflamatuar hiicrelerde NO saptanmazken berédérin aktive edilmesiyle NO
salgiladiklart saptanstir. Bu nedenle inflamatuar htcrelerdeki NOS “uiavilir
NOS” (INOS; inducible NOS) olarak isimlendirilngtir. Daha sonra inflamatuar
hiicrelerin aksine endotelyal ve néronal dokulatirekli olarak NO Uretip, salgilagi
saptandi ve onceleri bu dokulardaki NOS’a “esasSNcNOS; constitutive ismi
verildi. Daha sonra kdken aldiklari dokulara gad& (endotelyal) ve nNOS (néronal)
olarak isimlendirildiler (Akgakoyun 2004). NOS'uminh izoformlari kardiyovaskuler
sistemde duzenleyici role sahiptirler. Kan damamlardilate formda tutarak kan
basincini dizenleyen ve bircok damar koruyucu veatanosklerotik etki gosteren

eNOS, en 6nemli izorformdur (Balligand vd 2009).

Hucre ici ve hcre gh bircok molekil NO'i stabilize eder veya kimyasahrak
yikar. Hucre ici yerlgmi kararsiz olan NO’in etkilerinin NOS tarafindddntrol
edildigi disunulmi ve bu konuda bir¢cokalisma yapiimgtir. NO’in hiicre ¢cekirdginde
guanilat sentaz geninide igceren birgok genin trapskonunu arttirdii gosterilmesine
ragmen, NOS hicre cekirgdende saptanamagtir. NOS'In mitokondri, endoplazmik
retikulum ve golgi cisim@inde bulundgunu gdsterilmy fakat fonksiyonu tam olarak
actklanamamstir. NOS’In hicre iskelet molekdlleri ile gkisi oldugu gosterilmgtir. Bu
iliskinin kayma stresi icin mekanoreseptor olarak goadhgi tahmin edilmektedir
(Akcakoyun 2004).

Deasisen kayma streslerinde eNOS; damar capinin akuraa@kkregilasyonu, stres
kosullarinda kardiak inotropik, lusitropik ve kronopi®& durumlarinin kontroli, kalbin
yeniden yapilanmasi i¢in hiicre uyariminglaenasi agisindan dnemli fizyolojik etkilere
sahiptir. Yapilan genetik camalar sonucunda eNOS’I kodlayan gen; aterosklengsiz
hipertansiyon gibi hemodinamik kuvvetlere fagelisen kronik adaptasyon, egzersizle
uyarilan periferal vaskuiler diren¢ gibi patolojikirdmlari deistirici bir gen olarak
isaret edilmektedir. Bu veriler eNOS ve insan hael@h arasindaki ikkiyi
desteklemektedir. eNOS'In bir hastalik geni @ada dair higbir kanit olmamakla
birlikte bircok kardiyovaskuler risk faktori oksiifastrese, eNOS azalmasina ve

endotelyal disfonksiyona yol acar (Balligand vd 2D0
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Kan basinci ve organ kan akiminin duzenlenmgsi gerekli olan homeostatik
mekanizmalarin anda, eNOS aracili olarak gercelda kimyasal olaylar gelmektedir.
Kan basincindaki her hangi bir glgm, sistemik ve lokal fizyolojik dizeltme
mekanizmalarinin ¢aimasini uyarir. Miyojenik tonusun, katekolaminleriokal
fonksiyonlarinin ve RAAS’nin dizenlenmesi endotelddO’in parakrin Uretimi ile
gerceklgir. Bu geri bildirim mekanizmalarinin kan basina@etindeki etkilerinin hizi

birbirlerinden ¢ok buyuk farkliliklar gosterebiliBalligand vd 2009).

Endotelde eNOS surekli olarak sentezlenmektedinuBuyani sira endotel hiicresi
ile yapilan hicre kudltirt deneylerinde, eNOS sentezbircok faktor tarafindan
arttirthp, azaltildgl gosterildi. Kayma stresi, lizofosfotidilkolin (gaasitlerinden birini
kaybetms bir fosfolipid), cGMP analoglari eNOS sentezinigdo orantili sekilde
arttiran faktorlerdir. DUzenli egzersiz yaptiril&bpeklerde eNOS diuzeyi artghr.
eNOS aktivitesini azaltan faktorler ise TNHiUmOor nekrozis faktor-alfa), okside LDL
ve hipoksidir. Bu durumlarda eNOS’a ait haberci onbikleik asitin  (MRNA)
postranskripsiyonel 6mrunin kisalmasi, eNOS samteazalmasinda dnemli rol oynar.
Ayrica caveolea’nin transmembran proteini olan odmede eNOS inhibisyonuna
neden olabilir. Bu inhibisyon calmodulin-Cakompleksi tarafindan tamamen ortadan
kaldirilir. Aterosklerotik plak Uzerindeki endotditicrelerinde eNOS sentezinin
azalmadgl gosterilmgtir. NO normal sartlarda surekli olarak salinirken, sié
fizyolojik agonistler, kayma stresi ve farmakologhanlar da eNOS enzimini stimule
ederek NO sentezini arttirirlar. Endotel kaynak{ Mardiyovaskiler sistemde sitdi
etkilere sahiptir. eNOS mutasyonu endotel disfoyiksa neden olarak; koroner spazma,
Ml’e ve hipertansiyon @limine yol acar (Akgakoyun 2004).

Hipertansiyon vazokonstriktor maddelerde birsa veya vazodilator maddelerdeki
bir azalmaya b#i olarak endotel kaynakli vazoaktif faktorler arataki dengesizlik
nedeniyle olabilir. Hipertansiyonda azamINO biyoaktivitesi tanimlanngtir.
Hipertansiyondaki anormal endotel fonksiyonunun aarkdaki en 6nemli
mekanizmanin azalmiNO aktivitesi veya NO seviyesi olgu disunilmektedir.
Hipertansiyonda endotelyal NO seviyesinin veya \ati@gsinin azalmasinin birkag
nedeni vardir. Bunlar; NO'’in s&r1 degradasyonu, eNOS’In azaymaktivitesi veya
seviyesi, eNOS'In substrati olan L- arjininde azalMO’in transdiksiyon zincirinde

anormallikler,  asetilkolinin  muskarinik  reseptortete  anormallikler.  Bu
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mekanizmalardan L-arjinin seviyesinin, NO seviyeleazaltacak dizeylere ylmadg|
anlailmistir. Endotel hticrelerindeki reaktif oksijen tirlebiglica stiperoksid anyonu,
NO ile etkilssir ve onu inaktive ederek endotelyal disfonksiyogr acarlar. Ayrica
hipertansiyonla birlikte Ang Il aktivitesi artar.n§ll, damar dy ylzeyinde, diiz kas
hiicresi ve endotelde reaktif oksijen tirleri meyaagetiren NADPH/ nikotinamid
dintkleotid (NADH) oksidazi uyarir. O$an reaktif oksijen ajanlar endotel
disfonksiyona, hticre blyimesi ve inflamasyona yalraHipertansiyon geiminde en
onemli roli oynadii distuinilen olay ise NO’in artmidegredasyonudur (Akcakoyun
2004).

Egzersiz kalp atim hizini arttirarak kan akwei damar kayma stresinin amia
neden olur. Deney hayvanlari ile yapilan gahlar, egzersizin damar dokusundaki
endojen NO Uretimini arttirdini gostermektedir. Damar dokusunda endojen NO
dretiminin artmasi egzersizin yararl etkisi olar&lbul edilmektedir. Hintze ve
arkadalarinin 1993 yilinin bdarinda yapny olduklari bir calmada, kronik egzersiz
yapan kopeklerde L-arjinin  Banli  yolakta asetilkolin ile induklenmi
vazodilatasyonun arfii gosterilmgtir.  Egzersizle aryi gbsteren NO kamli
vazodilatasyon ayni zamanda sicanlar ile yapilhigmalarda da tanimlangtir. NO ve
endotelyal fonksiyon gelimi arasindaki direkt ifikiyi gosteren insan c¢amalari da
bulunmaktadir. Koroner kan akimi icin NO’in endgtdl fonksiyon gekimi Gzerine
olan olumlu etkisi, kronik kalp yetmeglive koroner arter hastalarinda yapilan egzersiz
calismalar ile gosterilmtir (Balligand vd 2009).

Barbieri ve arkadéarinin 2012 yilinda yapmolduklari bir calgmada kronik strese
maruz kalmy farelerde vaskiler endotelyal buyime faktorindeEGF) artsina bal
olarak eNOS seviyesindeki art\Western Blotanalizleri ile tayin edilmtir. Bu
calismada stres grubundaki timor 6rneklerinde kontrabgna gore eNOS seviyesinde
anlamh bir arg bulunmytur. eNOS geninin mutant olgu farelerde ise kronik stres
tumor buyumesini uyarmastir. Bu bulgular, stres ile uyarilgtimor buyimesinde
eNOS enziminin roltinin olabilegimin kaniti olarak kabul edilmektedirler (Barbied
2012).
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2.1.6. Stres ve Endotelin- 1

Vaskuler tonusun g@nmasi icin vaskiler endotelden salgilanan vazioaladdeler
sadece dilatér etkili mediatorler olmayip ayni zadevazokonstriktor mediatorlerin de
varligi s6z konusudur. Vazokonstriktor mediatorlerin eyi tanimlanmg olani
endotelinlerdir (ET). Endotelinler; ET- 1, 2 ve 8nak lzere her biri 21 aminoasit
iceren bir peptid ailesidir. Endotelin-1 (ET-1) eak endotel hiicrelerinde bulunur ve
bilinen en gucli vazokonstriktor ajandir. Bunun yama kalp, bobrek, merkezi sinir
sistemi ve arka hipofizde uretiimektedir. ET-2 isedotel hicrelerinde, kalp ve
bobrekte uretilir. ET-3 endotel hicrelerisghda endokrin, gastrointestinal ve merkezi

sinir sisteminde Uretilir (Agapitov ve Haynes 2002)

ET-1 dretimi vazoaktif hormonlar, biyume faktd hipoksi, kayma stresi,
lipoproteinler, serbest radikaller, endotoksin gimsitli bircok uyaran tarafindan
arttirthr. ET-1 Uretimi baskilanmasi ise endotedyRakli NO, nitrovazodilatorler,
natridiretik peptid, heparin ve prostaglandinleratardan gercekigirilir (Agapitov ve
Haynes 2002). ET-1 Uretiminin a#ti bircok deneysel hipertansiyon modelinde
gosterilmi bulunmaktadir (Schiffrin 1998).

ET-1 sentezi karmggk olup preproendotelin adi verilen 6nci bir molielein
sentezlenir daha sonra buyik endoteline ddnive nihayet endotelin dostiirticu
enzimler éndothelin-converting enzymdSCE-1 ve 2) vasitasiyla aktif ET-1'e d@i.
Vazodilatér uyaranlara cevap olarak hizla salimpiygeler icinde inaktive olan NO’in
tersine, ET-1 baimh konstriksiyon yawa balangiclidir ve saatler hatta gunlerce
devam eder. ET-1'in vaskiler tonus regulasyonunttagr roli tonik vazokonstriktor
etkisine bglidir (Schiffrin 1998, Spieker vd 2001, Agapitov i#aynes 2002, Stephen
ve Stephen 2005).

ET-1'in kompleks vazoaktif etkileri Endoteliix (ET-A) ve Endotelin- B (ET-B)
olmak uzere iki reseptor aragli ile gerceklemektedir. ET-A damar diz kas
hiicrelerinde yer almaktadir ve vazokonstriksiyondarumludur. ET-2 ve 3 ise ET-A
Uzerinden uzun sireli olarak gercelde bir vazokonstriksiyon oncesi NO ve
prostasiklin aracili gegici bir vazodilatasyona exedlurlar. ET-B reseptori ise damar

endotel hucrelerinde yer almakta ve endotel kaynaklzodilatorlerin salinimina
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aracilik ederek vazodilatasyonda rol oynamaktadapilan ¢algmalarda NO ve ET-
1'in otokrin geri bildirim mekanizmasi ile birbiriei kontrol ettikleri gosterilmgtir

(Agapitov ve Haynes 2002, Stephen ve Stephen 2005,)

ET-1'in ET-A reseptoru aracihile gerceklstirdigi fizyolojik etkileri kan basincinin
korunmasinda 6nemlidir. ET-1'in fizyolojik etkilerin toplami kan basincini arttirici
yondedir. Endojen ET-1'in kardiyovaskuler etkild&T-A ve B reseptorleri aracili
etkilerinin arasindaki denge sonucu gercgkiektedir. Bu nedenle reseptdrlerinin sayi
veya fonksiyonlarinin dgsmesi ile hastaliklarda endojen ET-1'in kardiyovdski
etkileri degistirilebilir. Ornegin; NO aktivitesindeki azalmaya pla olarak gerceklgen
endotel fonksiyon bozukfiu durumlarinda ET-B reseptori aracili vazodilatasyo
azaltilip, ET-A reseptort aracili vazokonstriksiyarttirilabilinir. Endotelin reseptor
sayisi bircok dgsik faktor tarafindan duizenlenmektedir. Angll ve Hol esterleri
endotelin reseptorlerinin sayisini azaltirken, mskese siklosporin endotel reseptor

sayini arttirirlar (Agapitov ve Haynes 2002).

Endotelin-1 vazoaktif dzelliklerine ek olargkhe ayni reseptérler ara@iiile diz
kas hicre proliferasyonunu uyarir. Bu sayede vaskitapilanma ve I6kosit
adhezyonuna katkida bulunur. ET-1 ayni zamandaadpitd, kemotaksik ve mitojenik
Ozelliklere de sahiptir. Ek olarak RAAS, vazopressatriyal natritiretik peptidi
etkileyerek ve sempatik sinir sistemini uyararak se tuz homeostazisinin
dizenlenmesinde gorev almaktadir. Endotelinin gemtkisi kan basinci ve damar
tonusunu arttirici yondedir. Bu nedenle endotehiagonistleri; bolgesel ve sistemik
vazokonstriksiyon ve hicre galmasi ile birlikte goérilen hipertansiyon, pulmoner
hipertansiyon, kronik kalp yetmegiive kronik bobrek yetmedi gibi kalp, damar ve
bobrek hastaliklarinin tedavisinde 6nemli bir ralieghip olabilirler (Schiffrin 1998,
Spieker vd 2001, Agapitov ve Haynes 2002, Akcakog004, Stephen ve Stephen
2005).

Endotelinin sempatik sinir sistemi ve renifiygtensin sistemi aktivasyonu aragili
ile neden oldgu vazokonstriktor ve mitojenik etkileri, onun kaydvaskuler
hastaliklarin patogenezinde muhtemel bir daite old@unun gdstergeleridir. ET-1 in
mitojenik etkisinin ateroskleroz geiininde katkisi oldgunu gosteren c¢aimalar

bulunmaktadir. ET-1 platelet kaynakl biyume fautdiibroblast buyime faktoru ve
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epidermal biyume faktorine kaET-A reseptori aracgi ile olusturdusu yanit sonucu
insan vaskuler diz kas hucrelerindggaglmmaya neden olur. Bu nedenle anti-endotelin
tedavisi anti-hipertansif etkisinin yani sira bdklianti aterosklerotik olabilir (Agapitov
ve Haynes 2002).

ET-1, in vitro keullarda pozitif inotropik ve kronotropik etkiye dalir.
Hayvanlarda dg§ilk doz endotelinin pozitif inotropik etkisi varkefiilksek dozu negatif
inotropik etkiye neden olmaktadir. Bu etkisi muh&dem koroner vazokonstriksiyon ve
yuksek ard yikten kaynaklanan miyokardiyal iskenedeniyle gercekkgnektedir.
Insan ET-1'in sistemik uygulamasi kardiak debiyilazaBu etkisi ise muhtemelen
artmsg art yok ve baroreseptér aracili azalrkalp atim hizindan kaynaklanmaktadir

(Agapitov ve Haynes 2002).

ET-1 arteryal hipertansiyon, aterosklerosiz kalp yetmezki gibi 6nemli
hastaliklarin patogenezine katkida bulunur. Ateeyskik vaskuler rahatsiZgi bulunan
hastalarda ET-1 seviyeleri yuksek bulurgtou (Spieker vd 2001). Kalp icine ET-1
enjeksiyonu koroner vazokonstriksiyon ve bunun nedé& gelisen miyokardiyal
iskemi ve 6limcul aritmilere neden olur. Bu nedestelotelin antagonistleri antiaritmik
ajan olma potansiyeline sahiptirler (Agapitov ve yHes 2002). Kardiyovaskiler
hastalik modellerinde ET reseptor antagonistledriiie yapilmg olan bircok ¢cakma
bulunmaktadir. ET reseptdr antagonistleri arteryapertansiyonda vaskiler ve
miyokardiyal hipertrofi gelimini dnlemglerdir. Deneysel olarak ET reseptor blokajinin
hiperkolestrolemiye kg olarak aterosklerozisde ggn endotelyal fonksiyon
bozukluklari ve yapisal vaskuler gigimleri dnledigi gosterilmitir. Deneysel iskemi
calismasinda ET resept6r antagonistleri uygulamasiykhfaiyikligiint azaltmy ve
miyokard infarktiisi sonrasi ggn sol ventrikil yeniden yapilanmasini engelkimi
Spesifik ET-A reseptdr antagonisti olan BQ123 ugguhsi, deneysel kalp yetmezli
modelinde ygama oranini anlamh biekilde ylkseltmgtir. Dogumsal kalp yetmezi,
arteryal hipertansiyon gibi bir¢cok klinik vakada,T Eeseptor antagonistlerinin tek
basina veya beraber kullanilmasi hastalarin klinikirbedrinde iyilesmeye neden
olmustur. Primer pulmoner hipertansiyon veya pulmonepettiansiyon ile ikkili
skleroderma hastalarinda ET reseptor antagonistéeriedavi egzersiz kapasitesinde
iyilesme ile sonuclanmiir. ET reseptér antagonistleri RAAS antagonizmasek

yararlar sglayarak kalp yetmezii tedavisinde kullanilabilecek yeni ve umut veren
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teropotikler olarak dgerlendiriimektedirler. Bu nedenlerden dolay sitle
kardiyovaskuler hastaliklarin tedavisinin gefilmesi icin kullanilabilecek potansiyel
hedefler halini almylardir. Klinik calsmalar, ET reseptor antagonistlerinin hastalik ve
olum UGzerine etkilerini detayli birsekilde aciklamaya yonelik olarak devam
etmektedirler (Spieker vd 2001, Agapitov ve HayR@g2).

Uzun donem anti-endotelin tedavisi, semptomlardiizeltimesi ve Kkalp
yetmezIginin ilerlemesini olumlu yonde ggstirmeyi sa&layabilir. Endotelinin son
donem bobrek hastaliklarinda, skleratik renatigmlerin olusmasina katki sgadig
yapilan cakmalar ile g0sterilmi bulunmaktadir. Anti-endotelin  kullanimi ile
gerceklgecek olan tedaviler, kronik bdbrek yetmgelicin RAAS inhibisyonu ile
gerceklgen ve bilinen yararlara ek yararlargkgyabilir. Klinik aragtirmalar esansiyel
hipertansiyon, pulmoner hipertansiyon ve kalp yetiie olan hastalarda endotelin
antagonistlerinin potansiyel olarak 6nemli faydalagodstermitir (Agapitov ve Haynes
2002) .

ET-1 endotel hicre kiltirinde ECE aktivitesini izole edilmg sican mezenterik
dokusunda doku RAS’ni arttirmaktadir. Ek olarak lezoedilms kortikal zona
glomerulosa hicrelerinde aldosteron salinimini vedutiar kromafin hicrelerden
adrenalin salgilanmasini arttirmaktadir. Angll dakizeyinde ET-1 seviyesini ve ECE
aktivitesini arttirmaktadir. Angll’'nin hemodinamie proliferatif etkileri ET-A reseptor
antagonistleri ile bloklanabilmektedir. Bu sonuclkalp yetersizii gibi hastaliklarda
Angll ve ET arasinda pozitif geri bildirim mekaniasinin yer aldy bir iligkinin
varhgini gostermektedir. Endotelin sisteminin baskilasm&CE inhibitori veya
anjiyotensin reseptor blokajina direng gosterenickaRAAS aktivasyonu olan
hastalarda yardimci bir tedavi yontemi olabilir épifov ve Haynes 2002).

2.1.7. Stres ve Nesfatin-1

Nesfatin-1 NTS, LC, DR nukleuslari ve gaantrikiler nukleusu da (PVN)
iceren stres ile igkili yerlerde da&ilim godstermektedir. Nesfatin-1; oksitosin,
proopiomelanokortin (POMC), PVN'da CRF, beyin sa@nNE ve 5-HT salgilayan
noronlar ile kolokalizedir. PVN'da CRF, ACTH ve kikosteron salinimini yonetir. Bu

olay HPA aksinin stres cevabinda karakteristikdlioynamasina neden olur. NE ve 5-
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HT, HPA aksini module ederler. Sicanlarda intrdseneentrikiler (icv) nesfatin-1
uygulamasi korku ile i#kili davrans olusumuna neden olmakla beraber stres ikkilli
maddeler olan ACTH ve kortikosteron plazma seviyeiarttirmaktadir. Hipotalamus
ve beyin sapinda yer alan strese duyarli nesfatdbnlarinin stres ile ilgili ger
sistemleri aktive etmesi nedeni ile merkezi nesfati sisteminin stres cevabinin
olusumundan sorumlu olgw disunulmektedir. Bu nedenle de merkezi nesfatin-1
sistemi, insanda stres ileshili hastaliklarin tedavisi icin potansiyel bir tgratik hedef
olarak tanimlanmaktadir. Cgttnalar sonucunda elde edilen bulgular, stres veatinst
arasinda bir bQdantinin oldgunun kanitlari olarak kabul edilmektedir. Fakatemal
nesfatin-1'in stres cevabini dizenlemede hangi madranekanizmalar aracl ile rol

aldigi tam olarak aciklanamastir (Yoshida ve Maejima 2010).

Bircok hayvan modelinde nesfatin-1'in merkezi uyguhsinin, anoreksik ve stres
iliskili davransglarin olsumuna neden olgw gdsterilmgtir (Yoshida ve Maejima
2010). Merkezi o-MSH (alfa melanosit stimilan hormon) uygulamasinin
hipotalamustaki NUCB2 mRNA seviyesini arttgdiYosten ve arkagarinin 2010
yilinda yapmy olduklari ¢calgma ile gdsterilmgtir (Yosten ve Samson 2010). Yapilan
baska bir calsma ile de nesfatin-1'in anoreksik etkisinin CRH af@hi icerdgi
gosterilmitir. CRH ve melanokortin yolaklari ise stres ilekili yolaklardir (Liu vd
2007, Stengel vd 2009).

Nesfatin-1'in icv uygulamasi plazma ACTH ve rtikkosteron seviyelerini
arttirmaktadir (Kénczol vd 2010, Yoshida ve Maejird@10). Bu sonuclar merkezi
nesfatin-1 sisteminin stres tarafindan uyarilar&HCNE ve 5-HT noéronlarini ve HPA
aksini aktive etfiini gostermektedir. Boylece merkezi nesfatin-1esist merkezi ve
periferal stres cevaplarinin glnasina yol agmaktadir. Bu mekanizma nesfatin-1 ile
induklenmg olan stres ile ikkili davranglarin temelini olgturmaktadir. Nesfatin-1'in
CRH salgilamasindaki etkiginin, hocre ici kalsiyum seviyesini arttirarak
gercekletirdigi PVN'dan izole edilen ve CRH salgilayan néronlasitozolik Cd?
seviyesi OlcimiU sonucunda gOsterjtmi Bu calsmada merkezi nesfatin-1
uygulamasinin, stres ghurulmus sicanlarda CRF, NE ve 5-HT ndronlarini aktive
ederek plazma ACTH ve glukokortikoid seviyeleriniikgelttisi bulunmutur.
Nesfatinin bu etkisini, direkt bu noronlardaki imelliler C&¥ konsantrasyonunu

arttirarak gercekkgirdigi bildiriimektedir (Sekil 2.6). Bu nedenlerle merkezi nesfatin
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sistemi stres ifkili hastaliklarda potansiyel bir teropatik hedédrak gosterilmektedir
(Yoshida ve Maejima 2010).

Nesfatin-1 10-1° M
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[Ca®?],
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Sekil 2.6 Nesfatin-1'in PVN bélgesindeki CRH néronlarindaraselliller C&# konsantrasyonuna etkisi
(Yoshida ve Maejima 2010)

Nesfatin-1'in icv enjeksiyonundan sonra plazsA€TH seviyesinin 10 dk ve
kortikosteron seviyesinin 15 dk icinde yukselmesiha sonra aldosteronun 30 dk
kortikosteronun ise 60 dk sonra bazal seviyeleditve(sleri s6z konusu olmgur. Daha
onceden yapilni calsmalarda stres ile gkili diger peptitlerin merkezi uygulamasi
veya akut hareketsizlik stresi sonucunda, ACTH iplazseviyesi benzer surelerde
yukselme gosterirken, kortikosteronlarin plazmaiysaerindeki yikselme daha uzun
zamanlarda gerceldmistir. Bu bulgu, blyuk o©lcide nesfatinin stres cewnai
olusumunda erken donemde etkinlik gostgndin bir kaniti olarak kabul edilebilir
(Yoshida ve Maejima 2010).

c-Fos, transkripsiyon faktorlerinin ani erkgen ailesine ait olan bir hiicresel proto-
onkogendir. Norobilimciler néronal aktivitenin dgla bir gostergesi olarak c-Fos
ekspresyonu 6lcimu yaparlar. Clinki néronlarda akspotansiyeli bgadigi zaman
siklikla c-Fos eksprese edilir. Bu nedenle noratdr c-Fos mRNA argi yeni gelgmis
olan aktivitenin bir gostergesi olarak kabul edi(Wanelzakker vd 2008). Stresin
nesfatin-1 Uzerine etkisini ataran calgmalarda da ilgili noronal aktivasyonu
belirleyebilmek icin c-Fos protein ekspresyonlara&ilimaktadir (Yoshida ve Maejima
2010). Akut hareketsizlik stresi, hipotalamusun P¥Nsupraoptik nukleusunda (SON),
beyin sapinda yer alan NTS, LC, DR nukleuslan vieua (ARC) nukleuslarinda
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bulunan nesfatin-1 treten noronlarin c-Fos ekspiayu arttirmaktadir. Ayni zamanda
icv nesfatin-1 uygulamasi PVN, SON, NTS, LC, DRmedyan rapfe ntkleusunda yer
alan PVN-CRH, NTS-NE, LC-NE ve DR-5-HT néronlarin@Fos ekspresyonunu
arttirmaktadir. Bununla beraber akut hareketsigiikesi ve hatta daha kuvvetli bir stres
modeli olan suda hareketsiz tutma stresi plazmtatiesl seviyesini etkilememektedir.
(Goebel vd 2009, Yoshida ve Maejima 2010)

Yapilan cabmalar ile elde edilen sonuclar, periferalglidakat merkezi nesfatin-1
sisteminin stres cevabinin etnasinda etkin oldtunu gostermektedir. Ozellikle
PVN’daki CRF noronlarinin buyudk bir kismi (% 28j8y nesfatin-1 enjeksiyonundan
sonra c-Fos eksprese etmeyesldmdar. Bununla beraber merkezi nesfatin-1
uygulamasinin PVN'dan izole edilen CRF néronlar@tig5’inde direkt olarak hticre ici
Ca'? konsantrasyonunu arttigdigdsterilmitir. Bu oran elektriksel aktivitesi desmis
olan CRF noronlarinin orani ile uyumlu bulurgtur. Boylece nesfatin-1'in in vivo ve
in vitro calsmalarda PVN'da yer alan CRF néronlarini hedef &ldmanéronlari aktive
ettigi ve bu sayede stres cevabininsalmuna katildii kanitlanmg bulunmaktadir
(Yoshida ve Maejima 2010).

Xu ve arkaddarinin 2010 yilinda yapmolduklari bir calgma ile akut ve kronik
desisken hafif (CVM; chronic variable mildl streslerin pregangliyonik olmayan
Edinger-Westphal nikleusunda (npEW) vyer alan kclanfitamin dizenleyici
transkripsiyon faktori (CART) ve nesfatin salgilayanéronlari aktive et
gosterilmitir. Bu néronlarin %50’sinin aktivasyonu stres gerceklgmektedir. CVM
stres, mRNA seviyelerinde bir gigiklige neden olmadan, CART ve nesfatin
proteinlerinin miktarinda ayni derecede bir @tneden olmgtur. Yapiims olan bu
calsmada CVM stres, depresyorsHili davrang ¢alsmalar ve depresyon gsgininde
stresin ana rolunu belirleyebilmek icin iyi tanumbals bir stres modeli olarak
kullaniimistir. Akut ve CVM stres uygulamasi sonrasi, CARThesfatin eksprese eden
NPEW noronlarin aktivasyon dereceleri fstirildiginda, sadece CVM stresin bu
proteinlerin miktarindasari ve anlaml bir arga neden oldgu bulunmytur. Bu bulgu
sonucunda, CART ve nesfatinin major depresyon gbies ile ilgkili beyin

hastaliklarinin gejiminde rol oynayabilecekleri ginilmektedir (Xu vd 2010).
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2.1.8. Stres ve L- Tipi Kalsiyum (C&%) Kanallari

L- tipi Ca? kanallari 6zellikle kalp ve diiz kaslarda olmak rézkircok dokuda yer
almaktadirlar. Bu kanallarin dihidropridinlere, fiatkilaminlere ve benzodiazepinlere
duyarlliklari yiksektir. L- tipi C# kanallari; alfa-1, alfa-2, beta, gama, delta gibi
cesitli alt birimlerden olgurlar. L- tipi Ca? kanallarinin fonksiyonu 6zellikle kalp
kasinda ikinci haberci sistemi aragilile dizenlenmektedir. Bu nedenlssigie ilaclar,
reseptor proteinlerine etki veya ikinci habercilektive ederek dolayl bigekilde kanal

fonksiyonlarini dgistirebilirler (Geng 1997).

L-tipi Ca? kanallarinin kardiyak miyositlerde normal fizydlojfonksiyonlarin
karakteristgini belirlemede etkinlik gostergi bilinmektedir. L-tipi Cd? kanallari
membran uyarilabilirii, Ca™ homeostazisi, protein fosforilasyonu ve gen regjidau
gibi olaylari da iceren bir¢gok hicre fonksiyonurieemli bir rol oynarlar (Brosenitsch
vd 1998).

L-tipi Ca? kanallari boyunca gercekkn depolarizasyon kalpteki aksiyon
potansiyelinin plato fazinin ve @iam hicrelerinde pacemaker potansiyelinin
olusmasina yol acmaktadir. Kalsiyum iyonlarinin L-tpa™ kanallarindan hiicre icine
girisi, kalpte uyarilma-kasiima skesmesinin  gercekkemesi icin  buyidk 6nem
tasimaktadir (Bers 2002, Bodi vd 2005).

L-tipi Ca? kanallari por yapisinda alfa-1alg) alt biriminin membranda coklu
gecklerini iceren ve dizenleyici alfa2/delta2{d) ve beta ) alt birimlerinden olgan
bir proteindir.alc altbirimi L-tipi Ca? kanallarinin voltaja duyarl kismidir ve kalsiyum
kanal antagonist/agonistlerinin farkli siniflarinigeseptor bolgeleri icerir. Bu nedenle
alc altbirimi L-tipi Cd? kanallarinin temel elektrofizyolojik 6zelliklerirbelirlemekte
rol alirlar (Schultz vd 1993).

Caitli bircok kalp hastaffinda L-tipi Cd® kanallarinin fonksiyonu veya
yogunlugundaki deisimlere rastlanngtir. L-tipi Ca kanal ygunluklarinin veya
fonksiyonlarinin dgismesi; atriyal fibrilasyon, kalp yetmeglj iskemik kalp hastag
gibi bircok caitli kalp hastaliklarinin olgumuna katilmaktadir. Bu nedenle

kardiyovaskiiler hastaliklar ve L-tipi Cakanallar tarafindan diizenlenen *€a
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homeostazisindeki patofizyolojik @gimler arasinda bir igkinin varligi s6z konusudur.
Bunun yani sira bircok cafnada; L-tipi C& kanal aracifii ile Ca® regiilasyonunun
bozulmasinin hicre 6liminin patogenezinde ¢ok ar@nrbl oynadgl gosterilmitir.
Fakat halen hareketsizlik stresi ile indiuklegrolan kardiyomiyosit hasarinda L-tipi
Ca'? kanalinin rol oynayip oynamag eger rolii var ise kanal ymnlugu ve
fonksiyonunun stresten ne derece etkilgnbdilinmemektedir (Zhao vd 2009).

Xu ve arkaddarinin 2003 yilinda yapmiolduklari calsma ile akut hareketsizlik
stresinin, kalsiyum kanallarinin aktivasyon karakie artsi anlamina da gelen, L-tipi
Ca? kanali akimini (ICa-L) arttirdi gosterilmitir. Bu geri déngiimli olay gegici
kalsiyum yiklenmesi daha sonra apoptozis ve en ratmikardiyomiyosit hasari ile
sonuclanmaktadir. Fakat kronik stres nedeniyle megdgelen L-tipi C& kanall
degisimleri agiklanmantir (Xu vd 2003).

Zhao ve arkaghlarinin 2007 yilinda yapmolduklarl bir calgmada hareketsizlik
stresinin kardiyak disfonksiyona ve kalpte yapisd¢gisimlere neden oldgu
gosterilmitir. Bununla berabesiddetli kardiyomiyosit apoptozisi ve nekrozunun da
hareketsizlik stresi sonrasi gercakig bulunmutur. Stres ile induklenmi
kardiyovaskuler hasar ve hastaliklar icin kardiyposit 6lumi en 6nemli temel
hiicresel olay olarak kabul edilmektedir. Fakat yide stresin neden olgu

kardiyomiyosit hasarinin patolojik mekanizmasirbiiemektedir (Zhao vd 2007).

Yapilms olan dier bir calsmada ise akut hareketsizlik stresinin L-tipi*€&anali
akiminda (ICa-L) arga neden oldgu bir kez daha gosterilgtir. Bu arts Ca™
kanalinin aktivasyon karakterinin artile iliskili bulunmustur. Ayni calsmada kronik
hareketsizlik stresine maruz kalan siganlarindatrikeer miyosit ICa-L dgisimi
patch-clampteknigi ile gdsterilmitir. Sonuclar kronik hareketsizlik stresinin ICa-L
arttirdgini géstermektedir. Bununla beraber kronik harekktsstresi sonrasi ventrikdil
L-tipi Ca™® kanalininalc alt biriminin haberci ribonuikleik asidinin (mRNAnlamli bir
sekilde arttgi, reversetranskriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (rtPCRNothern Blot
analizleri ile gosterilmitir. Ayni zamanda/Nestern Blo@nalizleri ile denlc alt birimi
proteininin miktarindaki argi tayin edilmitir. Kronik stres maruziyetinde L-tipi Ca
kanalli alc alt biriminin ekspresyonundaki attiakut stresin neden olgu protein-

kinaz-A (PKA) ba&mli kanal aktivasyonundaki gsimlere neden olan dizenleyici
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mekanizmadan farkli olarak, ICa-L glgimine katkida bulunmaktadir. Fakat kanal
sayisindaki bu agikanal aktivasyon veya inaktivasyon karakteristiklie desisimi ile
iliskili olarak gerceklgmemektedir. Bu cajmanin sonuclari kronik hareketsizlik
stresinin, L-tipi C&” kanalialc alt biriminin ekspresyonunu arttirarak kanalnakida
artiska neden oldgunu gostermektedir. Bu ise stres ile induklepnkalsiyum
tutulumunun dgisimi ile gerceklgen kardiyomiyosit hasarina neden olmaktadir. Akut
hareketsizlik stresinde ise akim grtPKA aktivasyonu aracgi ile gerceklemektedir.
Bu calsma ile elde edilngi bulgular; stresle indiklengiikardiyomiyosit hasarinin
mekanizmasini anlayabilmek icin yeni yaktalar sunmakla beraber, L-tipi Ca
kanallarinin kronik stres ile indiklengnkardiyomiyosit hasarina neden ogdunun bir
gostergesi olarak kabul edilebilirler. Bu nedergebdl cagmadan elde edilen sonuclarin
kardiyovaskuler hastaliklarin tedavisi ve korunmdal yardimci olabilege
distintlmektedir (Zhao vd 2009).

2.2. Deneysel Stres Modelleri

Stres kgkusuz insan hayatinin ayrilmaz bir parcasi halelengtir. Stresli kgullar
normal fizyolojik fonksiyonlari engelleyerek g# hastalik durumlarina yol
acmaktadirlar. Hipertansiyon, diyabet, davgabozukluklari gibi modern @n en
yaygin hastaliklarinin  @unun kronik stres kaynakh oldu disintlmektedir.
Hastaliklarin gekim surecini anlamak ve yeni terapiler ggtebilmek adina deneysel
stres modelleri 6nem ¢gamaktadir. Bu nedenle de deneysel hayvan stres llaodin
gelistiriimesi ihtiyact her zaman var olrgtur. ideal model, stres yanitini her agidan
yeniden dretebilmeli ve hastalik g@iini her acidan dgal bir sekilde taklit
edebilmelidir. Bugiine kadar kullaniimakta olan fagtres modelleri strese yanit olarak
degisim gosteren bir¢cok biyokimyasal veya fizyolojik paretreleri dgerlendirebilir
fakat stresin neden oldu patofizyolojik dgisimleri tamamen taklit etme kapasitesine
sahip dgildirler. Bazi modeller fiziksel stres ve bununldiskili néroendokrin
degisimleri olusturabilirken, bazilari psikolojik stres veskili davrang desisimlerini
olusturmakta daha iyidir. Akut modeller ndéroendokrin nksiyon bozukluklari
olusturamazlarken, kronik stres bu durumun stluulmasinda kullanilabilir - bir
modeldir. Bu nedenle stres yanitini belirli yonlde deserlendirebilmek icin dgru
stres modeli kullaniimalidir. Her modelin kararurdm eksiklgi, doku hasarini tahmin

edebilme eksikfii, ayarlanabilme eksikh gibi kendi igcinde dgal sinirlamalari
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bulunmaktadir. Yaygin olarak kullanilan hayvan nimle asagida yer aldgl gibi
siniflandinlabilir (Bhatia vd 2011).

A-Fiziksel Stres Modelleri
1-Sicaklik dalgalanmalarina gaolarak indiklenen stres
-Sasuk suya batirip kagin engellenmesi
-Sasuk ortamda izolasyon
2-Hareketsizlik stresi
3-Ayaga elektriksokunun verilmesi ile indiklenen stres

4-Zorla yluzdirme ile induklenen stres

B-Psikolojik Stres Modelleri
1-Yeni dgan izolasyon stresi
2-Avcli stresi
3-Gece-gunduzik dezisimi ile indiklenen stres
4-Gurultd ile induklenen stres

C-Kronik tahmin edilemeyen stres

2.2.1. Kronik Tahmin Edilemeyen Stres

Adaptasyon veya diren¢ durumlarinin ortayan@kiasi igin hafiften ortgiddetliye
dogru farkli stres tiplerinin déskensekilde uygulanmasidir. Fiziksel ve psikolojik stres

modellerinin rastgele biekilde uygulanmasini icermektedir (Bhatia vd 2011).

2.2.2. Hareketsizlik Stresi

Hayvanlarda stres kayfiaolarak kullanilan hareketsizlik stresi, stres iligkili
biyolojik, biyokimyasal ve fizyolojik cevaplarin gailabilmesi icin yaygin bigekilde
kullaniimaktadir. Hareketsizlik stresi iki farkloyile elde edilebilir. Hayvan hava geci
icin uygun deliklerin bulundgu yarn silindirik akrilik tipe (4,5 cm gegliginde ve 12
cm uzunlgunda) konularak hareketsiz birakilabilinir. gor bir yol ise hayvanin
bacaklarindan gergin biekilde tahta Uzerine yaghirarak hayvani hareketsiz birakma
olabilir. Bag hareketi ise kafanin tzerine gecirilecek bir mataicilgi ile kisitlanabilir.

Hareketsiz birakilan ratlar 150 dk kadargekilde tutulurlarsa akut, 7-10 giin boyunca
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belirli zaman dilimlerinde byekilde tutulurlarsa kronik hareketsizlik stresi ujgmasi

gerceklatirilmis olunur. Model olarak hareketsizlik stresi kullamma en buyuk

avantaji adaptasyonun nadiren sergilgndiziksel ve zihinsel stres Uretilmesidir
(Bhatia vd 2011).

Yapilms olan bircok cakma stresin en ¢ok hedef gdisistemin kardiyovaskuler
sistem oldgunu gosternstir. Bazi aratiricilarda hipertansiyon, aterosklerozis ve ani
kalp yetmezlikleri gibi kardiyovaskuler hastalildar stresin en énemli etiyolojik faktor
oldugunu digunmektedirler. Hareketsizlik stresi bircok yayginydkimyasal ve
fizyolojik degisikliklere neden oldgu icin spesifik bir stres kaygia olarak kabul
edilmez. Meydana gelen gigimler, HPA aksi ve sempato-adrenomedullar sistemi
iceren ve daha sonrasinda kortikosteron ve katekolarin air1 sekresyonunun
gerceklatigi ndroendokrin sistem tarafindan dizenlenmekteBir. nedenle hayvan
modellerinde hareketsizlik stresi uygulamasi strefszyolojik fonksiyonlardaki ve
patolojik sureclerdeki etkilerini camak icin kullanilmaktadir (Das vd 1999, Schwartz
vd 2003).
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2.3. NESFATIN

2.3.1. Nesfatin Tarihgesi

Nesfatin-1 ilk kez 2006 yilinda Japon bilimaadari Oh-I ve arkadgéari tarafindan
kesfedilmisti. Oh-1 ve arkadglart yapmg olduklari calgma ile nesfatinin,
hipotalamusun stah  kontrolinden sorumlu  cekirdeklerinden  salgiigmd
gostermglerdir. Ayni calsmada leptin geninin mutant olgu obez farelerde de
nesfatin-1'in yiyecek alimini baskilagh bildirilmistir (Oh-1 ve Shimizu 2006).
Nesfatinin §tah kontroliindeki etkingini leptin yolgzsindan bgmsiz olarak
gerceklgtirmesi nedeni ile leptin geninin mutant ofnlukisilerin obezite tedavisinde

nesfatin kullaniimasinin etkin olabilegalUstiiniImektedir (Cowley ve Grove 2006).

2.3.2. Nesfatin Nedir?

Beyinin hipotalamus bélgesi beslenme dagtanni diizenleyen énemli bdlgeler ve
bu bolgelerden salgilanan molekulleri icerir. Nésfd besin alinimin diizenlenmesinde
gorevli, salgilanmasi aclik sirasinda azalan, taipmus ve beyin sapindan salgilanan
bir peptitdir (Oh-I ve Shimizu 2006).

Immunohistokimyasalsaretleme ile yapilan camalarda; nesfatin-1'in ve énculi
olan NUCB2'nin fonesterified fatty acid/nucleobindirdy NEFA- DNA b&layan/ EF-
hand/ asidik protein) merkezi sinir sisteminde;dfip bezi, hipotalamus, beyin sapl,
Onbeyin ve orta beyin nukleuslari, merkezi amigdafakleuslar, ventrolateral medulla
ve serebellum gibi bircok yerde lokalize ofadugdsterilmgtir. Ayrica nesfatin-1'in
sicanlarda torakalumbar sempatik ve sakral parasgkngpinal kord pregangliyonik

noronlarinda bulundiu gosterilmgtir (Stengel ve Taché 2010).

Yapiims olan dger calgmalarda nesfatin-1'in merkezi sinir sistemi yaninda
periferik dokularda da bulungu gosterilmgtir. Periferde 0zellikle adipoz doku, gastrik
mukoza, pankreatik endokrin beta hicreleri ve geddiokularinda salgilangl
gosterilmitir. Nesfatinin periferik dokularda salgilandiktaonra kan beyin bariyerini
her iki dgrultuda da gecebildi gosterilmitir. Nesfatin-1 segmentinin intravenz
enjeksiyonu sonucunda kanda 20 dakikgigeeden kaldii bilinmektedir (Pan 2007,
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Price vd 2007, Gonzalez vd 2009, Stengel 2009, i&#@aliano vd 201%) Stengel ve
Taché 2010).

2.3.3. Nesfatin Geni

Nesfatin-1, 82 aminoasit (aa) uzuidanda, memeli ve insan hatta dahasiti
organizasyonlu canlilar arasinda %85’in Uzerindedlojiye sahip bir polipeptid olup
kalsiyum ve DNA bglayan protein olan NUCB2’den tiremektedir (Gonzald2009).
NUCB2 posttranslasyonel modifikasyonlar icin birgcb&lgeye sahiptir. NUCB2'nin
0zel prohormon déndirict enzimlerce Rrohormone convertasePC3/1 ve PC2)
posttranslasyonel modifikasyonlari sonucunda; Nigsfa (1-82 aa’leri arasindan
Kirllma 0rdnt), Nesfatin-2 (85- 163 aa’leri arasndkirilma 0rind) ve Nesfatin-3
(166- 396 aa’leri arasindan kirilma trin()sohaktadir §ekil 3.1) (Garcia-Galiano vd
2010, Palazs vd 2012). NUCB2 fragmentleri olan nesfative nesfatin-3, kalsiyum
baglayan proteinin DNA yapisi ile ayni yapiya sahiptir Fakat bu peptitlerin herhangi
bir biyolojik aktivitesi old@guna dair bir bilgi yoktur. (Cowley ve Grove 2006aiGia-
Galiano vd 2019 Ramanjaneya ve Chen 2010, Stengel ve Taché 203fatin-1
molekili N-terminal (N23), orta kisim (M30) ve Gtenal (C29) olmak Uzere g
bdlgeden olgmaktadir Sekil 2.7). Nesfatin-1'in bgta anoreksik etkileri olmak Uzere
tum fizyolojik etkilerinin olymasinda M30 bdlgesi anahtar rolli oynayan aktiinkakst
(Yamada vd 2010, Palazs vd 2012).

NUCB2
g2 85 163 166 396

—24 1

Prohormon
1 23 53

Konvertaz o

= N23 M30 c29 —

Nesfatin-1

Sekil 2.7 Nesfatin-1'in 6ncili olan NUCB2 proteininin primgaipisi ve Nesfatin-1 molekliinin
sematik gosterimi (SP- Sinyal Peptit) (Garcia-Galiad 20106).
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NUCB2 plazma membrani ve ndroplazmada yer a@mdninde 24 amino asitlik
sinyal peptidinin yer algh 396 amino asit uzungunda bir polipeptitdir §ekil 2.7). Bu
oncul protein N-terminal sinyal peptid, Leu/ llenggn bdlgesi, DNA-bglayici bdlgesi,
cekirdek hedef bolgesi, iki CaEF-hand motifi ve l6sin fermuar bélgelerinden
olusmaktadir (Palazs vd 2012).

Insan NUCB2 geni 55 kb uzuunda olup 14 ekzon ve 13 intron bolgesine sahiptir
(Sekil 2.8). Transkripsiyon dama bdlgesi translasyon di@ma bdlgesinden 246 bp
once yer almaktadir. NUCB2, 5889 bp uzw@inda promotor bodlgeye sahiptir ve bu
bdlge noron kokenli hiicre serilerinde aktiftir. NBZ translasyon bolgesi ve olasi
sinyal dizisi ekzon-3 bélgesi icinde tanimlagtm Nesfatin-1, NUCB2 geninin ekzon-3
ve 5 arasindaki bolgesinde kodlanmaktadigeDikodlanan diziler ise ekzon-5 ve 14
arasinda yer almaktadirlar (Yamada vd 2010, Paldz8012). 3'UTR g¢ntranslated
region gevriimemi bdlge) ekzon-14 icinde tanimlargtir. insan hipotalamusunda 3-
RACE (Rapid amplification of cDNA engdirtnlerinin dizi analizleri sonucunda,
fonksiyonel coklu adenillenmpisinyal (AATAAA) dizilerinin, stop (dur) kodonunun
420 bp gerisinde oldiu ve bu sinyal bdlgesinin 22 bp gerisinde ise ¢a@denillenmg
bdlgenin bulundgu saptannstir (Sekil 2.8). Stop kodon arkasinda 3'UTR bdlgesi
icinde ise mRNA stabilizasyonundan sorumlu olalegealstintlen dort tane ARE
(Adenylate/uridylate-rich elemeéntbolgesi bulunmaktadir Sékil 2.9) (Yamada vd
2010).

Genomik DNA
Ekzon | 2 3|4 5 678910 11 12 1314
| | ll | |H [
|

| I L U | ¥
\\ \ I/ ORFI'ZéE;bp}_

Nesfatinl Nesfatin2 Nesfatin3

poly(A)

mRNA (cDNA)

Sekil 2.8 insan NUCB2 geniningematik sunumu; Kutular ekzonlargaret etmektedirince cizgiler
intronlari saret etmektedirler, AGT translasyoneklaana bélgesini ifade etmektedir, STOP; dur kodonu,

poly(A); coklu adenillenmy sinyal, ORFppen reading framéacik okuma bolgesi) (Yamada vd 2010).
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mRNA (cDNA)
Ekzon 14

acagACATTTAAAGTCTGAAGTCCACCAGAACTTGGAAGAAAGCTGTTA
H 1 *®
ACTCAACATCTATTTCATCTTTTTAGCTCCCTTCCTTTTTICTCTGCTCAAT

+1597 AAATATTTTAAAAGCATATTTGAAATAAAGGGAGATACTTTTTAAATGAA
AACACTTTTTTTGGGACACAGATATTAAAGGATTGAAGTTTATCAGAACC
+1697 AGGAAGAAAACAAACTCACTGTCTGCTCTCTGCTCTCACATTCACACG
TGCTCTTTTALITATTTTTTTGTTCTCCTTTAATGATITAATTAAGTGGCTT
+1797 ATGCCATAATTTAGTGAAACTATTAGGAACTATTTAAGTGAGAAAACTC
TGCCTCTTGCTTTTAAATTAGATTGCTCTCACTTACTCGTAAACATAGGTA
+1897 TTCTTTTATGGGTGCTTATCATTCCTTCTTTCAATAAATGTCTGTTTGATAT

TAACAATT

Sekil 2.9 insan NUCB2 geninin 3'UTR bélgesinin dizisi; 3'UTRindeki ARE bolgeleri alti iki ¢izgili
olanlar, Coklu adenillenmgisinyal dizileri (AATAAA) alti ¢izili olanlardir (Yamada vd 2010).

2.3.4. Nesfatin Nerelerde Bulunur?

Nesfatin-1 ve Oncult, merkezi sinir sistemindecok yerde bulunmaktadir.
Bulunduygu yerler; hipofiz bezi, hipotalamik ve beyin sapikleuslari olan ARC ve
paraventrikiler (PVH) nukleuslar, SON, lateral hgamik alan, NTS, dorsomedyal
hipotalamik nukleuslar, tiberal hipotalamik alargripentrikiler nukleus, npEW,
meduller raphe nukleuslari, vagusun dorsal motdtleuslaridir. Ayrica nesfatinin
Onbeyin, orta beyin nukleuslarinda, merkezi amigdalnukleuslarda, ventrolateral
medulla ve serebellumda, ayrica ratlarin torasigmdar sempatik ve sakral
parasempatik spinal kord preganliyonik néronlaribdaundigu gosterilmgtir (Stengel
ve Taché 2010).

Yapilan cakmalar ile nesfatin-1’in beynin yani sira adipoz dogastrik mukoza,
endokrin pankreatik beta hiicrelerinde ve testis p#iferik dokularda da salgilari
tespit edilmg ve salgilandiktan sonra kan beyin bariyerini hi@r dogrultuda da
gecebildgi gosterilmitir. Mide oksintik mukozadaki ekspresyon diizeyi inegkinden
20 kat fazla bulunmgiur (Pan 2007, Price vd 2007, Gonzalez vd 2009 d&ie2009,
Garcia-Galiano vd 20£0Stengel ve Taché 2010).
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2.3.5. Nesfatinin Gorevleri

2.3.5.1. Nesfatin ve Besin Alimi

Nesfatinin besin alimini nasil inhibe gtteniiz tam olarak agilga kavigmamstir
ve bu konuda caimalar devam etmektedir. Nesfatin-1'in si¢anlarimklfabeyin
bdlgelerine enjeksiyonu ile gercektieilmis calsmalarda, besin alimini inhibisyon
etkisinin olasi mekanizmalari aciklanmayaghhistir (Cowley ve Grove 2006, Garcia-
Galiano vd 2019. Nesfatin-1'in leptin reseptdrlerinin mutant ofusicanlarda beyne
enjekte edilmesi ile besin aliminin baskilandildiriimistir (Oh-l1 ve Shimizu 2006,
Stengel ve Taché 2010). Bu sayede nesfatinin ldptinbg msiz olarak melatonin
sistemini aktive etmesinin aglémasi, nesfatinin besin aliminin inhibisyonundaiha
bir rol oynadgini aciklayan birinci mekanizmayi glurmaktadir (Cowley ve Grove
2006, Garcia-Galiano vd 2030

Nesfatinin besin alimini nasil inhibe gtkonusunu aciklanmaya cglan ikinci bir
mekanizma ise; nesfatinin direkt olarak oreksijemiadde salinimini inhibe etmesi
yonindedir. Yapilan in vitro ¢amalarda néropeptit-Y (NPY) salgilamasinda gorev
alan arkuat néronlarda nesfatinin hiperpolarizagsygol actgl bulunmytur. Buseklide
NPY salinimini inhibe ederek beslenmeyi azaltmakt#@owley ve Grove 2006,
Garcia-Galiano vd 20£0Stengel ve Taché 2010).

Sicanlarda icv nesfatin-1 uygulamasi, karaalikesin alimini akut, gecici ve doz
bagimli olarak inhibe etmektedir. Ayni zamanda nesgfdfin periferal enjeksiyonu da

besin alimini baskilamaktadir (Cowley ve Grove 2@Mmizu ve Oh-I 2009).

Nesfatin-1'in icv uygulanmasi gida aliminiiindn ederken, nesfatin-1'in bloklanmasi
ise gida alimini arttirmaktadir. Nesfatin- 1’in gndengesindeki roll ve etkin olgu
mekanizmalari tam anlamiyla acgdl kavigturmak icin cagmalar devam etmektedir
(Cowley ve Grove 2006).
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2.3.5.2. Nesfatin ve Sinir Sistemi

Nesfatin-1'in 6nculi olan NUCB2 eksprese eden nidwobeyinde bircok bélgede
bulunmuylardir (Stengel ve Taché 2010). Parvoseliler bagepPVH) bazi noronlar,
NUCB2 melanokortin reseptori (MC4) eksprese ederken-MSH ile aguti ilgkili
protein (AgRP) liflerinden sinyal alirlara-MSH, nesfatin-1’in  ekspresyonunu ve
salinimini arttirir §ekil 2.10). Oh-lI ve arkagéari 2006 yilinda yaprai olduklari
calisma ile pPVH'deki NUCB2 ndoronlarinin nesfatin-1 galgile anoreksiaya neden
oldugunu iddia etmektedirler. Fakat halen nesfatin-lhasil etkinlik gostergi
bilinmemektedir (Cowley ve Grove 2006, Garcia-Gadiad 2016).

pPVH . 4 Nesfatin-1 .
3 L Besin Al

SON

Periferik Metabolik Sinyaller Al Bl R

? 1 susuzuk =P | Besin Al

Sekil 2.10 Beyinde nesfatin salgiyan hicreler ve besin almirmdasi etkileri. LHA/ZI; lateral
hipotalamus/zona interca (Cowley ve Grove 2006).

Metabolik faaliyetlerin d&simine bali olarak nesfatinin merkezi salinimi
desismektedir. 24 saatlik bir acghk sirecinden sonra PWd SON nesfatin
transkripsiyon ve translasyonu azalmaktadir. 24tlikadir acliktan sonra tekrar
beslenme sonucunda ise; SON’da nesfatin Uretinsalgilanmasi aktive olmaktadir.
Anoreksik ajanlar olam-MSH ve serotonin-5-HT reseptor antagonistinin feeail
enjeksiyonu  kemirgenlerde hipotalamustan salgilanaresfatin-1  miktarini



45

arttirmaktadir. Oreksijenik dozda ghrelinin perdfleuygulamasida arkuat nukleustaki
(ARH) nesfatin-1 salgilayan ndronlarin aktivitesndrtsa neden olmaktadir. Bunlarin
yani sira bir tokluk peptidi olan kolesistokininl@CK) periferal enjeksiyonu da pPVN
ve NTS'da yer alan nesfatin-1 salgilayan noronlaaktivitesinde arga neden
olmaktadir. Bu bulgular nesfatin-1'in tokluk sinyade yer alan beslenme peptitlerini
etkilediginin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (ffelhve Taché 2010).

Acligin, leptin ve ghrelin aracil olarak periferik mietdik sinyallerden etkilendi
disinulmektedir. Bunlardan ghrelin ARH’a etkileri IROMC ndronlarinin aktivitesini
azaltirken, AgRP ndronlarinin aktivitelerini antti@ktadir gekil 2.10). Oh-l1 ve
arkadalari aclgin melanokortin  yolu ile pPVH néronlarin NUCB2 aktesini
azalttgini ileri strmektedirler (Cowley ve Grove 2006, GarGaliano vd 201D
Stengel ve Taché 2010).

2.3.5.3. Nesfatin ve Sempatik Sinir Sistemi

Yakin zamanlarda yapilsiiolan bir calmada; icv nesfatin-1 enjeksiyonunun
ratlarda anlamli birsekilde bobrek sempatik aktivitesinin artn sa&ladigr ayni
zamanda kan basincinin ama da neden olgu gosterilmgtir ve nesfatin-1'in bu
etkisinin belli bir noktaya kadar doz @ienh olarak gerceklgirdigi bulunmutur. Yine
ayni calgmada nesfatin-1’in melanokortin y@iave sempatik sistem aktivasyonu ile
olan iligkilerine bakilmgtir. Bunun igcin melanokortin 3/4 reseptér antagbngdan
SHU9119 kullaniimgtir. Bu uygulama sonucunda nesfatin-1'in kan basingikseltici
etkisi ve sempatik sinir sistemini aktive ediciistlortadan kalkngtir. Bu nedenlerden
dolayl, nesfatin-1'in bobrek Uzerinde yagmioldugu sempatik sinir sistemi
aktivasyonunun, merkezi melanokortin sistemi arg@cil ile gercgeklstirdigi
disinulmektedir (Tanida ve Mori 2011).

2.3.5.4. Nesfatin ve Stres

Nesfatin-1'in besin alimini diizenlenmesindé adugu gibi stres keullarinda stres
cevaplarinin diizenlenmesinde de rolu gldsaniimaktadir. Stres anoreksiaya neden
olmaktadir. Belki de bu etkirgini pPVH'deki NUCB2 salgilayan noronlari aktivite

ederek gercekdtirmektedir. Supraoptik cekirdeklerdeki néronlawe magnoseliler
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ndronlarin arka hipofize uzantilarinin ofluve bunlarin su dengesiningtanmasinda
gorevli olduklari bilinmektedir. Bu bolgedeki NUCBR@06ronlarinin besin alinimini
duzenlemesievi beklide indirekt olarak su dengesinden etkitektedir. Sasirtici bir
sekilde mPVH, SON, ARH, lateral hipotalamus/zonaeina (LHA/ZI) ve NTS’daki
NUCB2 noronlari aclik veya melanokortinlerden eatkihemektedirler.iste bu
nedenlerden dolay! bunlarin fonksiyonlari hala adekildir (Sekil 2.10) (Cowley ve
Grove 2006, Garcia-Galiano vd 2618tengel ve Taché 2010).

2.3.5.5. Nesfatin ve Anksiyete

Nesfatin-1'in beslenme davrami dizenlemesinin yani sira anksiyete tzerinde de
etkisinin bulundgunu goésteren ¢aimalar bulunmaktadir. Yapilmolan bir calmada
nesfatin-1’'in - merkezi uygulamasi sonucu anksiyetavrahsglarindaki arts
gosterilmitir. Diger bir calgmada ise depresif durumlarda beslenme dawrani
desismis olmasindan dolayr serum nesfatin-1 dlzeyleri adaki farklihklar
arastinlimistir. Depresyon tghisi konulmy hastalarda kontrollere gbére serum nesfatin-1
seviyesi daha yuksek bulungtur. Bu calgmalar nesfatin-1'in beslenme tzerine olan
etkisine ek olarak, anksiyete davrdannda da bir araci roliinin olabilgcesonucunu
gostermektedir (Merali ve Cayer 2008, Ari ve OztA€K 1).

2.3.5.6. Nesfatin ve Endokrin Sistem

Nesfatin-1'in beyinde eksprese ediidialanlarda ayni zamanda; beslenme
davranginda, noroendokrin diizenlemede, otonom kontroldseral fonksiyonlarda,
uyku, duygulanim ve @ durumlarinda etkili olan bircok madde salgilatiaair. Bu
nedenle nesfatinin beslenme siddaki dger fonksiyonlar ile ilgkili oldugu
disinulmektedir (Stengel ve Taché 2010). Nesfatin-ldndokrin dokularda bol
bulunmasi hormon salgilanmasinda Bievi olabilecgini, midede bulunmasi besin
allminda hentiz aciklanamayan bir gérevi olabggdeve pankreasta bulunmasi da
Ozellikle instlin ve glukagon aracili glikoz metdibmasinda gorev alabilegmi isaret
etmektedir. Nesfatin-1'in periferde bulunmasi ispotalamusda anoreksik sinyali
dizenlemenin yani sira enerji homeostazisinde fiatedfizenlenme ve ndroendokrin
ili skili fonksiyonlarinin da oldgu gorlerini kuvvetlendirmektedir (Garcia-Galiano vd

2010, Stengel ve Taché 2010). Nesfatin-1'in ayni zamampthzmada bulunmasi
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dolasimsal bir diizenleyici faktor olgnun kaniti olarak kabul edilmektedir (Bonnet ve
Pecchi 2009).

Nesfatin-1'in 6ncilii olan NUCB2 ekspresyontusi datlarda pubertal donemde
artmakta ve bu aga paralel olarak luteinize hormon (LH) artigdzlenmektedir.
Eriskin ratlarda nesfatin-1 enjeksiyonu LH seviyesinbe degisiklik meydana
getirmemektedir. Bu sonuclar nesfatin-1'in pubestayecite bir rolinin oldgunu
ortaya cikarmakla beraber enerji homeostazisindeer@yici bir rolinin oldgu

gorislerini de desteklemektedir (Garcia-Galiano vd 2910

2.3.5.7. Nesfatin ve Diyabet

Yapillan bir c¢agmada nesfatin-1'in  antihiperglisemik etkisi godtars
bulunmaktadir. Hiperglisemik db/db farelerde (Tili®abet modeli taklidi), intravendz
nesfatin-1 uygulamasi anlamli bjeklide kan glukoz seviyesini giirmistir. Elde
edilen sonuclar nesfatin-1'in antihiperglisemikisiiin periferik ve zaman-doz-insilin
bagimli oldugsunu gostermektediSekil 2.11). Nesfatin-1'in bu etkisinin insulin ganh
oldugu, streptozosin aracili diyabet modelinde glukoxiyssini digirmemesi ile
ili skilendirilmistir. Kan glukoz seviyesini diirmede insiline yardimci bir rol
bulunmaktadir. Fakat nesfatin-1'in kan glukoz sesipi diirmede rol alan

intraselltler etki mekanizmasi halen bilinmemekté¢8u ve Zhang 2010).
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Sekil 2.11 Nesfatinin antihiperglisemik etkisi (Su ve ZhandLap
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Yapiims olan bu cakmada; db/db farelere icv nesfatin-1 uygulamasi sonda
besin alinimi inhibe olmakta fakat yiksek kan glulseviyesi etkilenmemektedir. Bu
nedenle nesfatin-1'in antihiperglisemik etkisininoaeksik etkisinden kamsiz yani
periferik etkili oldygu bu calgma ile kanitlanmy bulunmaktadir. Nesfatin-1'in
anoreksik ve antihiperglisemik etkileri sirasiygeslenme ve glukoz metabolizmalarini
etkilemektedirler. Bu sonuglar ise nesfatin-1'in cutta metabolik kontrol
mekanizmalarinda énemli bir rolinin ofnlunu gostermektedir. Metabolik hastaliklarda
Ozellikle Tip-2 diyabet ve obezite tedavilerindesfa¢in-1'in potansiyel bir teropatik
ajan olarak kullanilabilege distinilmekte ve bu nedenle de nesfatin-1 bu alanda
yapilan camalar icin iyi bir hedef olgturmaktadir (Su ve Zhang 2010).

Bu calgmanin sonucuna gore diyebiliriz ki; nesfatin-1 insietkisini ve salinimini
arttirici etkisi ile anti-diyabetik olarak kullaaBilir. Fakat halen nesfatinin glukoz ve
enerji metabolizmasindaki kesin fizyolojik ve fizyatolojik etkileri bilinmemektedir.

2.3.5.8. Nesfatin ve Basiklik Sistemi

Yapilms olan bir calgmada, subaraknoid hemoraj modelinde ratlarda neskan
antiapoptatik ve antiinflamatuar 6zellikte oflugosterilmgtir. Subaraknoid hemoraj
olusturulmus ratlarda beyin TNFe, interlokin-18 (IL-1B), interlokin-6 (IL-6) seviyeleri
yukselirken antioksidant enzim seviyeleri stiilstlr. Nesfatin-1 uygulanan grupta
serum fizyolojik uygulanan gruba gore noérolojik b&hklar ve oksidatif beyin
hasarinda iyilgme gortlmgtir. Ayrica baziller arterin morfolojik ggsimlerinde
nesfatin-1 uygulanan grupta iyglae gozlenmitir. Subaraknoid hemoraj ile gercejda
plazma proinflamatuar sitokin atiyine nesfatin-1 uygulanan grupta baskilagimiBu
sonuclar oksidatif mekanizmalar ile ¢&mn beyin hasarini 6nlemede nesfatin-1'in

olumlu etkilerini gostermektedirler (Ozsavci vesénin 2011).

2.3.5.9. Nesfatin ve Kardiyovaskuler Sistem

Beyin nesfatin-1 sinyalizasyonu stres sitarinda kardiyovaskiler cevabin
dizenlenmesinde de gorev almaktadir. @ime intraserebrospinal nesfatin-1
enjeksiyonu ortalama arteryel kan basincini yUkssittedir §ekil 2.12) (Yosten ve
Samson 2009). Melanokortin ve oksitosin reseptotagonistleri ile yapilan
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calismalarda nesfatin-1'in beslenme ve kan basincim@aretkileri ortadan kalkngtir.
Nesfatin, PVN'da oksitosin ile birlikte kolokalizedve oksitosin salgilanmasini
depolarizasyon yolu ile uyarmaktadir. Nesfatin-1ksitosin aracifii ile melonokortin
yolunun aktivasyonunu yagtl bilinmektedir. Bu nedenlerden dolayl hipertansif
etkisinin merkezi oksitosin-melanokortin yolakladan biri ile iliskili oldugu
disunulmektedir. Fakat nesfatin-1'in bu iki sistem tizde ayni anda mi yoksa belli bir
sira ile mi etki gosterdi ve iliskinin diger bileenleri halen ayrintilar ile

bilinmemektedir (Yosten ve Samson 2009, GarciagRalivd 2018 Yosten ve Samson

2010).
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Sekil 2.12 Farkh konsantrasyonlardaki nesfatin-1 uygulamaseortalama arteryel basinca etkisi (Yosten

ve Samson 2010).
2.3.5.10. Nesfatin-1 ve L- Tipi Kalsiyum (C# ) Kanallari

Sican hipotalamik néron hticre kiltiriinde yapilolan bir calfmada nesfatin-1'in
farmakolojik karakteristiklerinin G proteini ileigkili reseptdre benzerlik gostegl
bulunmutur. Nesfatin-1'in intraseliiler Ca konsantrasyonunu arttigini isaret eden
bu calgmada, kalsiyum kanal altbirimlerine spesifik intdsler kullaniimasi sonucunda
nesfatin-1 tarafindan aktive edilen kanallarin LyePQ tipi kalsiyum kanallari olgiu
bulunmutur. Yapilms olan bu cakma ile nesfatin-1'in hipotalamus ve beyin sapi
noronlarinda eksprese edfdive bu peptidin hipotalamik néron hicre kuoltari
calismalarinda G protein gkili reseptor ile etkilgmesi sonucu kalsiyumun hucre igine

alinmasini uyargh gosterilmgtir (Brailoiu vd 2007).
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Yapilan bir dier calsmada ise nesfatin-1'in pankreas adacik beta hirordéeL-tipi
Ca? kanal aktivasyonu aragil ile insilin salgilanmasini arttiggd gosterilmitir.
Kalsiyumun hicre icindeki asti ise PKA ve fosfolipaz &den ba&imsiz olarak
gerceklemektedir. Fakat bu etkisi ile voltaj gianli Ca'? kanallari arasindaki ki
halen bilinmemektedir. Hiicre ici Caseviyesini arttirmasi glikoz Banli olarak
gerceklgamektedir. Yemeklerden sonra plazma glukoz seviykdinarts ile beraber
nesfatin-1 pankreas adacik beta hiicrelerinde glil®zuyariims hiicre ici C&
seviyesini daha da arttirmakta ve bunaglbeolarak insulin salinimi da agti

gostermektedir (Nakata ve Manaka 2011).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Deneyde Kullanilan Hayvanlar:

Calsmamizda; Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deeky Argtirma
Birimi'nden sa&lanan 3 aylik, 200-250 grgaliginda 28 adet, Wistar cinsi erkek
sicanlar kullanildi. Sicanlar cgina sidresi boyunca standagartlar altinda
havalandirmali, sabit i1sili odalarda, %50+5 nerararhda, 12 saatlik aydinlik—karanlik
dongusu bulunan laboratuarskdarinda barindirildi. Sicanlar veteriner hekinmkolu
altinda bakildi ve 6zel hazirlangnkafeslerde tutuldu. Tium deney prosedirlerinde

“Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulpfensiplerine titizlikle uyuldu.

3.2. Deney Gruplarinin Olwturulmasi:

Sicanlar rastgele secilerek dort ayrisga#t grubu olsturuldu.
Grup 1: Normal kontrol sicanlar (K), (n=7),
Grup 2: Kronik stres protokoli uygulanan sicangtrés=S), (n=7),
Grup 3: Nesfatin verilen kontrol sicanlar (Kontrhlesfatin= K+N), (n=7),
Grup 4: Nesfatin verilen ve kronik stres protokaligulanan sicanlar (Stres+Nesfatin=
S+N), (n=7).

3.3. Kronik Hareketsizlik Stresi Olusturma Protokolu:

Stres ve S+N gruplarindaki toplam 14 sican icirrpbibini takip eden 10 gin
boyunca, giinde 2 saat (sabah 10:00- 12:00 arasgkalizere, yemek ve su almalarina
izin vermeden, hava gegiicin uygun deliklerin bulundgu yar silindirik akrilik ttipe
(4,5 cm geniliginde ve 12 cm uzunfiunda) sicanlar yerérilerek kisitlama stresi
uygulamasi yapildiSekil 3.1) (Vyas vd 2002, Bhatia vd 2011).
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Sekil 3.1 Kronik Hareketsizlik Stresi Uygulamasi

3.4. Kan Basinci Olgme Yontemi:

Kan basinci dlcimleri, sicanlarin bilinci acik ikBowerlab/8SP veri kayit cihazi
kullanilarak kuyruktan indirekt kuyruk mgonu yontemi ile yapildi. Sicanlarin kan
basinci Olcimleri tim denekler icin deneyibda ve sonunda olmak tUzere 0. giin ve
10. gunlerde 6lguldd. Her bir denek telgina muhafaza edici bir kutuya yestieilerek,
kuyrugunatail-cuff cihazinin magonu ve sensori takildi. Sicanlarin kuyruklari diizen
sinyal ve atim alinincaya kadar 37°C’de 10-20 dalskireyle ile isitildi. Olgiimler
sessiz ve sakin laboratuar ortaminda sigcanlariat reéa sakin oldgu, duzenli sinyal
sesinin alindil anda yapildi. Dgerler bilgisayara kaydedildi. Her bir sican icin&n5
Olcim yapildi. Elde edilen d@erlerden en yiksek ve engii olanlari cikarilip geri
kalan 3 dgerin ortalamalari alinarak kan basinclari hesaplésekil 3.2) (Erken vd
2013).



53

Sekil 3.2 Kan Basinci Olgme Yontemi

3.5. Nesfatin-1 Uygulamasi:

Kontrol+nesfatin ve S+N gruplarindaki toplam 14asig, gliinde bir kez 0,25 nmol/gr
(vhcut airhgina gore) olmak Uzere 10 gun boyunca sican nesfatsegmenti,
intraperitonel olarak uygulandi (Shimizu ve Oh-D2)

3.6. Orneklerin Toplanmasi:

Deneyin banda ve sonunda olmak lzere tim sicanlag@mliklarinin ve kan
basinglarinin élgimu yapildi. Tim deneysel periypsonunda Ketamin-HCI/Xylazine-
HCI (75 mg/kg-10 mg/kg) anestezisi uygulanan seganlabdominal aortalarindan en
az 6 ml kan alinarak antikoagtlan iceren tupleneukdu. Sicanlar kansiziarildiktan
hemen sonra her bir sicanin kalp dokusu, etrafinolkve ya dokulari temizlenerek,
standart birsekilde total olarak c¢ikarildi. Kalp doku Ornekleserum fizyolojik ile
yikanarak sivi nitrojende donduruldu Weestern-Bloanalizinin yapilac& gine kadar -
80°C’de muhafaza edild§ékil 3.3).
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Sekil 3.3 Orneklerin Toplanmasi

3.7. Biyokimyasal Analizlerin Yapilmasi:

Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) iceren lgip konulan vendz kan ornekleri,
+4°C’de 5.000 rpm’de 15 dk santriflj edilerek plaganina ayrildi. Bu plazmalar analiz
islemlerinin yapilacgi gine kadar -80°C’de saklandi. Plazma 6rnekleriaimami
ELISA yontemi kullanilarak ¢ajildi.

Anjiyotensinojen (Cusabio Biotech, Cat No CSB-EM96 ACE2 (Cusabio
Biotech, Cat No CSB-E14308r), Angll (Cusabio BidtecCat No CSB-E04494r),
endotelin-1 (Cusabio Biotech, Cat No CSB-E06978HOS (Cusabio Biotech, Cat No
CSB-E08323r), aldosteron (Cusabio Biotech, Cat I$8E07025r), kortizol (Cusabio
Biotech, Cat No CSB-E05112r), Nesfatin-1 (Phoenhafma., Cat No EK-003-22)
plazma diuzeyleri uygun ELISA kitleri kullanilaralc@ldu.

3.7.1. Anjiyotensinojen, ACE2, Angll, Endotelin-1,eNOS ELISA Kit Protokoli:

1. Plazma ornekleri calilacak parametreye uygun olarak dillisyon sollsyisu
dilie edildi (Plazma oOrnekleri sample diluent iladetelin- 1 icin 20 kat,
Anjiyotensinojen ve eNOS ELISA uygulamasi icin 460 kat dilie edildi,
ACE2 ve Angll ELISA uygulamasi icin dilisyon yap#ah).

2. Her bir ELISA uygulamasi icin uygun olan standartazirlandi.

3. Mikroplate kuyularina ayri ayri olmak Gzere 1@0Ohazirlanan standartlardan,
100 ul dilue edilen plazma 6rneklerinden eklendi. Mikiate'in Gzeri yapgkan
bir bant ile kapatilarak 37°C’de 2 saat boyuncdilpasyona birakildi.
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. Inkiibasyon sonrasinda her bir kuyuya 2160biotin ile isaretli antibody

solisyonu eklendi ve 37°C’de 1 saat boyunca inkjdyes birakildi.
Her bir kuyu, 20Qul yikama soliisyonuWash BufferWB) ile 3 kez yikandi.

6. Her bir kuyuya 10Qul horseradish peroxidasgiRP)- avidin soliisyonu eklendi

ve 37°C’de 1 saat boyunca inktbe edildi.

7. Her bir kuyu, 20Qul Wash Buffer ile 5 kez yikandi.

Her bir kuyuya 90ul 3,3,5,5-tetramethylbenzidinéTMB) solisyonu eklendi
ve 37°C’de 30 dk karanlikta inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda her bir kuyuya @0 Stop soliisyonu eklendi. Bu
solisyonun eklenmesiyle kuyudaki agik mavi renk ssaarge dongta.

10.Stop solisyonu eklendikten sonra 15 dk icinde, mikroplate okuyucu

yardimiyla her bir kuyunun optik gonluk degeri 450 nm dalga boyunda
okutuldu.

3.7.2. Kortizol ve Aldosteron ELISA Kit Protokoli:

[ —

. Blank kuyusu bg birakilarak déer kuyulara 5Qul standart ve érnekler eklendi.

Blank kuyusu haric, ger tum kuyulara 5@ HRP solisyonu ve 501 antibody
eklendi.
Plate’in Uzeri yapkan bir bant ile kapatilarak 37°C’de 1 saat boyunca

inkiibasyona birakildi.

4. Her bir kuyu, 20Qul WB ile 3 kez yikandi.
5. Her bir kuyuya 50ul SubstrateA ve 50 ul SubstrateB eklendi daha sonra

37°C’de 15 dk karanlikta inkiibasyona birakildi.

Her bir kuyuya 50ul Stop sollisyonu eklendi ve yaa karstirilarak 15 dk
bekletildi.

Bir mikroplate okuyucu yardimiyla her bir kuyunupti& yogunluk deseri 450

nm dalga boyunda okutuldu.

3.7.3. Nesfatin- 1 ELISA Kit Protokoli:

1. Protokoll uygulamadan 6nce tim kit keealeri 24-45 dk oda i1sisinda bekletildi.

2. 20X assay buffersolisyonunu 950 ml distile su ile diltie edildi béylece kit

icinde yer alan ger soliusyonlarin dilisyonu veya elurulmasi igin
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kullanilacak olan 1Xassay buffesolisyonu hazirlanmoldu. NOT: 20Xassay
buffer solisyonunda kristal var ise 30 dk sicak su bamnydas kristalize gorinti
gidene kadar bekletiimelidir. Kullaniimadan dnceéykarstiriimalidir.

. Standart peptit santriftj edildikten sonra 1ml 13say buffer eklenerek dilie
edildi. Elde edilen stok solisyonunun konsantragyb®00 ng/ml’dir. Standart
tamamen solisyonda c¢ozununceye kadar en az 10 alksoginda (20-23°C)
bekletildi. Kullanmadan hemen 6nce santrifiij veteks slemleri uygulandi.

. Stok standart solisyonu kullanilaralgeli standart sollisyonlarsagida yer alan

tablodaki gibi hazirlandi.

Tablo 3.1Nesfatin- 1 ELISA kiti standartlari igin uygulandiiiisyon oranlari.

Standart No Standart Hacmi 1X Assay Buffer Ulasilan
Konsantrasyon
Stok 100Qul 1,000 ng/ml
*1 100 pl stok 900yl 100 ng/ml
*2 100pul *1 900l 10 ng/ml
*3 100pl *2 900 ul 1 ng/ml
*4 100pl *3 900l 0,1 ng/ml

. 5 ml 1X assay buffeile primer anti- serum sulandirilarak iyice kanldi ve
tamamen ¢Ozininceye kadar en az 5 dk oda 1sisehkdktilali.

. Biotin ile isaretli peptit 5 ml 1Xassay buffeile sulandirilarak iyice kagtirildi
ve tamamen ¢ozuntnceye kadar en az 5 dk oda @iseidetildi.

. Pozitif kontrol 200l 1X assay bufferile sulandirildi sulandirilarak iyice
karstirildi ve tamamen ¢ozintnceye kadar en az 5 dksaglenda bekletildi.

. Iki kuyu blank olmalar igin bobirakildi.

9. Toplam bglanma {otal Binding O6lgimu yapabilmek icin B-1 ve B-2

kuyularina 5Qul 1X assay buffeeklendi.

10.Sirasiyla C-1 ve C-2 kuyularindan G-1 ve G-2 kuyuok d@ru, hazirlanmy

olan peptit standartindan m0eklendi.
NOT: Peptit standartlari ikiliduplicatg calisiimalidir.

11.H-1 ve H-2 kuyularina 5Ql pozitif kontrol eklendi.
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NOT: Peptit kontrolleri ikili Quplicatg calsiimalidir.

12.Diger kuyulara ise 5Qul hazirlanmg olan o6rnekler cifter cifter duplicatg
eklendi.

13.Blank kuyusu hari¢ tum kuyulara 289 sulandirilmg olan primer anti-serum
eklendi.

14.Blank kuyusu hari¢ tim kuyulara 2% sulandirilmg olan biotinli peptit eklendi.

15.Imminoplate’in tzeri asetat plate kapatici (APS)kiépatildi ve 2 saat oda
Isisinda (20-23°C) inkiibe edildinkiibasyon suresinde orbital calkalayicida
300-400 rpm’de calkalamalémi uygulandi.

16.HRP solusyonu santriftij edildi (3.000-5.000 rpmsry ve 12ul'si 12 ml 1X
assay tamponiginde iyice vortekslenerek ¢ozulda.

17.APS immunoplate’in Gizerinden alindiktan sonra kaybigaltildi.

18.Her kuyucuk 35Qu 1X assay tamponie 4 kez yikandi.

19.Her kuyuciga 100ul HRP soltusyonu eklendi.

20.Immunoplate tekrar APS ile kapatilarak 1 saat oganda (20-23°C) inkibe
edildi. Inkiibasyon siiresinde orbital calkalayicida 300-48@'de calkalama
islemi uygulandi.

21.Inkubasyondan sonra immiinoplate’in tizerinden AP Rlagerildi.

22.Her kuyucuk 35Ql 1X assay tamponile 4 kez yikandi.

23.Her bir kuyuya TMB substrat solisyonundan 10Gklenerek karanlkta ve 1
saat oda Isisinda (20-23°C) inkiibasyona biraliéiibasyon siiresinde orbital
calkalayicida 300-400 rpm’de calkalamgi@mi uygulandi.

24.inkibasyon sonrasinda her bir kuyuya 2N HCI ekldnezaksiyon durduruldu
ve kuyulardaki rengin maviden sariya démisi gozlendi.

25.Stop solusyonu eklendikten sonra 20 dk icinde, toikroplate okuyucu
yardimiyla her bir kuyunun optik yanluk degeri 450 nm dalga boyunda
okutuldu.
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3.8.Western Blot Teknigi ile Kalp Dokusundan L-Tipi Ca*? Kanal alc Altbirimi
Protein Miktari Tayini:

Calsmada kullanilacak olan kalp dokusu 6rneklerindféestern Bloteknigi ile L-
Tipi Ca kanalalc altbirimi protein miktarinin tayin edilebilmeiin dncelikle kalp
dokusu homojenizati hazirlandi. Daha sonra hommgélarin toplam protein miktari
Lowry Yontemi kullanilarak tayin edildi. Toplam protemiktarlari belirlenmg olan
homojenizatlarSodyum Dodesil Sulfat-Poliakrilamid Je{8DS- PAGE) yiklenerek
elektroforez glemi uygulandi. Elde edilen bandlar antibodilerigaretlenerek kimyasal
Isima Chemiluminescengeaerceklgti ve bu sima UVP BioSpectrum Imaging System
(Upland, California, USA) cihazi yardimi ile goratendi. Gorunttlenen bantlarin alan

yogunluklari yine ayni cihazin alan gonluk belirleme programi ile hesaplandi.

3.8.1. Kalp Dokusu Homojenizati Hazirlangi:

Kalp dokusundan protein izolasyonu icin yapilemojenizasyorsliemleri gagida
belirtilen gamalar takip edilerek uygulangtr.

1. Radioimmunopresipitasyon (RIPA) lizis tamponu hiandi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2RIPA soliisyonu hazirlagi

Bilesenler Bilesen Miktari

50 mM Tris 500 ml (0,1 M pH: 8 Tris)
%1 Triton X-100 10 ml

%0,1 SDS 10 ml (%10 SDS)

150 mM NacCl 150 ml (1 M NacCl)

%0,5 Sodium deoxycholate 50r

Saf su (dHO) 1 litreye tamamlanir

2. 10 ml RIPA icine 1 tane proteinaz kokteyl tablet-29130) eklendi.

3. Tum kalp dokusu 4 ml RIPA+ proteinaz kokteyl tatdetiisyonu icine kondu.

4. Homojenizator (D8, Art-Micra, Germany) (Devir 8¢ ikalp dokusu homojenize
edildi. Tum homojenizasyorslemleri buz igcinde ve tim kalp parcalanincaya
kadar yapildi.

5. Elde edilen homojenizatlar 1 saat buzda bekletildi.
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6. Homojenizatlar daha sonra 13.500 g'de, +4°C’de KR8ahtriftij edildi.
7. Santriflj sonrasi elde edilen stpernatant kisinrdppendorf tlplerine konuldu

ve toplam protein miktattowry Y&ntemi ile tayin edildi.

3.8.2.Lowry Yontemi ile Homojenizatin Toplam Protein Miktarinin Hesaplanmasi:

Western Blot Analizinin yapilabilmesi icin kalp dokusundan eldedilen
homojenizatlardan jele yuklenecek miktarlarin tayiowry yéntemi ile homojenizatin
toplam protein miktarinin belirlenmesi sonucu gklegnistir. Lowry yontemi aagida

belirtilen sekilde uygulannstir.

1. Lowry Solisyonlari hazirlandi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3Lowry Soltsyonlarinin hazirlag

Ayirac A %2 NaCGO; (0,1 N NaOH icinde)

Ayirac B %1 NaK- Tartarat

Ayirag C %0,5 CuS£5H,0

Ayirag D 1 M Folin ayrraci+ dpD (1:1)

Ayirac X AyiracA+AyiracB+AyiracC (48:1:1)
Standart Ana Stok %0,1 Bovin Serum Albimin (BSA)USyonu

ELISA plate kuyularina 5Ql standart ve homojenizat 6rnekleri yuklendi.
Yuklenen her bir kuyuya 20@ Ayira¢ X eklendi.

ELISA plate karanlikta 10 dk inktbe edildi.

Inkiibasyon sonrasi her bir kuyuya@®yirac D eklendi.

ELISA plate karanlikta 30 dk inktbe edildi.

Yukleme yapilan kuyularin optik gonluk dezeri mikroplate okuyucu ile 630

N o gk~ wDbd

nm dalga boyunda okutuldu.
8. Homojenizatlarin toplam protein miktarlarn glurulan standart kalibrasyon

grafiginden yararlanarak hesaplandi.
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3.8.3. Sodyum Dodesil Sulfat- Poliakrilamid Jel (SB- PAGE) Elektroforezi:

3.8.3.1. SDS- PAGE Hazirlan:

L- Tipi Ca™ kanal alc altbirimi proteini icin %10’ luk SDS-PAGE uygulasi
asagida belirtiimi olan basamaklara goére yapildi.

1. Jelin dokilecgi camlar kullanimdan ©6nce metanol ile kalinti kaya@ak
sekilde temizlendi.

2. Elektroforez aparati tezgaha yatay olarak yéritli.

3. Kulakli cam yatirihp Ustiine jelin sizmamasi icitagtik tikag yerlsgtirildi ve
diger cam bunun Ustlne konarak jelin yiklergetazne hazirlandi.

4. Uzerine elektroforez aparatiningdr parcasi konularak kelepceler yardimiyla
birbirlerine kenetlendi.

5. Camlarin arasina 6nce icine distile su konarakisraxlgi kontrol edildi.

6. Secilen konsantrasyondaki ayirici jel icin monorkarisimi, gagidaki tablo
izlenerek hazirlandi (Tablo 3.4). Not: Amonyum it (APS) ve
tetramethylenediamine (TEMED) ayni anda eklenmehgi eklendikten sonra

hemen kastirilmal aninda kullaniimahdir.

Tablo 3.4%10’luk ayirici jel hazirlagi.

Bilesenler Bilesen Miktari (ml)
Saf su (dHO) 4

1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2,5

%10 SDS 0,1

%30 Akrilamid/Bis-akrilamid 3,3

%10 APS 0,1

TEMED 0,004

7. Hazirlanan c¢ozelti camli sisteme Uzerindakiffaf cizgiye ulaillana kadar
kabarcik olgmamasina dikkat edilerek dolduruldu. Not: Jelin kisminin
kullandgimiz kapta kalmasina dikkat edilir, boylece polirnbasyon dyaridan
kontrol edilebilir.

8. Yuklenen jelin ylzeyi n-butanol ile kaplandi.

9. Jelin polimerize olmasi i¢cin 30-45 dk beklendi.
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10.Jel yuzeyindeki n-butanol dokuldu.
11.Paketleyici (Stacking) jel icin monomer kami &agidaki tablo izlenerek
hazirlandi (Tablo 3.5).

Tablo 3.5Paketleyici jeli hazirlagl.

Bilesenler Bilesen Miktari (ml)
Saf su (dHO) 2,7

1,5 M Tris-HCI (pH 6.8) 0,63

%10 SDS 0,05

%30 Akrilamid/Bis-akrilamid 0,83

%10 APS 0,05

TEMED 0,005

12.Hazirlanan jel beklemeden ayirici jelin Ustine h&ebarcgl olusmamasina
dikkat edilerek dokulda.

13.Jel taraklari polimerize olmagkariim igine yerlatirildi.

14.Jelin polimerize olmasi i¢in 30-45 dk beklendi.

3.8.3.2. Elektroforetik Yuritme:

Elektroforetik yuritmesagida belirtiimi olan basamaklara gére yapildi.
1. Elektroforez icin kullanilacak olan yuritme tampgRunning Buffex asagidaki

tablo izlenerek hazirlandi (Tablo 3.6).

Tablo 3.6 Elektroforez yiritme tamponu hazirlgini

Bilesenler Bilesen Miktari

0,25 M Tris Base 3or

1,92 M Glycine 14,4 gr

%1 SDS logr

Saf su (dHO) 1 litreye tamamlanir

2. Yukleme uclan kullanilarak marker (HiMark™ Pre-fated Protein Standard
Cat. No. LC5699Y ul ve drnekler 15l olacaksekilde jele yuklendi.
3. Ornek yuklendikten hemen sonra sistem kapatildalektrotlar bglandi.
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Ornekler ayirici jele girinceye kadar 90 V gerilifd dk uygulandi.

5. Ornek ayirici jele gectikten sonra ise gerilim 1¥@G cikarildi ve 1 saat

uygulandi.
Brom fenol mauvisi jelin alt ucuna uylamca akim kesildi ve jel tanktan

uzaklgtinldi.

3.8.4. Blotlama Gemi-Dry Transfer):

Elektroforetik yuritmeden sonra gercgklden blotlama glemi asagida belirtiimis

olan basamaklara gore yapildi.

1.

Transfer i¢in kullanilacalolyvinylidine difluoride(PVD) membran (Millipore,
Bedford, MA, USA) uygun bir plastik kaba konularakeri metanol ile kaplandi
ve 5 dk yatay calkalayicida calkalandi.

3 mm kalinlgindaki filtre k&itlari uygun boyutlarda kesilerek transfer
tamponunda 5 dk boyunca bekletildi. Transfer tanupagagidaki tablo

izlenerek hazirlandi (Tablo 3.7).

Tablo 3.7 Transfer tamponu hazirlamni

Bilesenler Bilesen Miktari

48 mM Tris Base 5,82 gr

39 mM Glycine 2,93 gr

%1 SDS lor

Saf su (dHO) 1 litreye tamamlanir

. Membranin icinde bulungu kaptaki metanol uzaldarildi ve transfer tamponu

eklenerek 5 dk yatay calkalayicida calkalandi.

Jel uygun bir kapta transfer tamponu icinde 5 diddiadi.

Trans-Blot SD cihazi (Bio-Rad, USA) tankina en ditae kagidi, Gzerine
membran, membranin Uzerine jel, jelin Ustliine idaate bir filtre k&di
yerlestirildi.

Bu samalar sirasinda katmanlar arasinda hava ka&p&amamasi icin dikkat
edildi.

. Kapaklar kapatildiktan sonra 350 mAmp akimda 50sdkeyle transfersiemi

gerceklatirildi.
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3.8.5. Bloklama:

Transfer dlemi tamamlandiktan sonra membran bloklagteni ssagida belirtiimis
olan basamaklara gore yapildi.
1. Bloklama soltisyonu hazirlayabilmek icin 6nceliklBS (Tris Buffered Saline

solusyonu gagidaki tablo izlenerek hazirlandi (Tablo 3.8).

Tablo 3.8 TBS sollisyonu hazirlagi

Bilesenler Bilesen Miktari

20 mM Tris Base 4,84 gr

500 mM NacCl 58,48 gr

Saf su (dHO) 2 litreye tamamlanir

HCl ile soltisyonun pH’si 7,5 olarak ayarlandi.

2. Bloklama soliisyonusagidaki tablo izlenerek hazirlandi (Tablo 3.9).

Tablo 3.9Bloklama soliisyonu hazirlam

Bilesenler Bilesen Miktari
TBS 10 ml
%1 BSA 10 mg

3. Transfer glemi tamamlanan membran bloklama solisyonunda #°@ece
boyu inklibasyona birakildi.

3.8.6. Birincil vekincil Antikor ile Inkiibasyon:

1. Bloklama slemi bitmis membranlar bloklama solisyonundan uzgtkigarak
uygun plastik bir kaba alind1.

2. Membranlar yikama soltisyonu (TBS) ile 3 kez 15%kdkandi.

3. Yikama soliisyonu uzaldarildiktan sonra membran tzerine 10 ml TBS icinde
1/500 kez dilue edilngiolan primer antikor (sc-25686) sollisyonu eklereloda
Isisinda 2 saat boyunca yatay calkalayicida inkiglvesbirakildi.

4. Membranlar yikama soliisyonu (TBS) ile 3 kez 15%kdkandi.

5. Yikama solusyonu uzakdarildiktan sonra membran Gzerine 10 ml TBS iginde
1/5000 kez dilie edilmgiolan horseradish peroxidas€HRP) ba&li sekonder
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antikor (sc-2030) solusyonu eklendi ve oda isisiddgaat boyunca yatay
calkalayicida inkiibasyona birakildi.
6. Membranlar yikama soltsyonu (TBS) ile 3 kez 15k kandi.

3.8.7. Antikor ile Isaretli Bantlarin Goruntiilenmesi ve Alan Yogunluklarinin

Hesaplanmasi:

Ikincil antikora bgl bulunan horseradish peroxidas¢HRP) enzimi, Western
Blotting Luminol Reagerkitindeki (sc-2048) ECL solisyonunda buluriaimigen PS-
3 substratini katalizler. Bu reaksiyon sonucuzagikan luminol gimaya yol acar. Bu
Isima ile karetli olan protein bantlakyVP BioSpectrum Imaging Systesinazi yardimi
ile goruntulendi. Géruntulenen bantlarin alangwyoluklari yine ayni cihazin alan

yogunluk belirleme programi ile hesaplandi.

3.9.istatiksel Analiz:

Istatiksel dgerlendirmeler SPSS (Stastistical Package for Sd8@énces) 16.0
paket programi kullanilarak yapildi. Butingdder ortalamazstandart sapma (ort+ss)
seklinde verildi. Ayni grubun uygulama 6ncesi ve rs@n parametrelerine ait verilerin
karsilastirmasinda Wilcoxon Testi, ikiden fazla gruplararddastirmalarinda Kruskal-
Wallis testi, ikili gruplarin kanlastiriimasinda ise Mann-Whitney U testi kullanilarak
istatistiksel analizler yapildi. Elde edilenggeler p<0.05’den kuiclk ise istatiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Normal ve kronik stres djturuimws sicanlarda nesfatinin  kan basinci
dizenlenmesine etkilerinin ataildigl bu calsmada, nesfatin ve stres uygulamasi
oncesi ve sonrasinda, siganlarin canh viguliklari ve kan basinglari (KB) 6l¢uldu.
Kontrol (K), Stres (S), Kontrol+Nesfatin (K+N), &8+Nesfatin (N+S) gruplarinin
deney bglangici ve sonrasinda kendi kontrolleri (Tablo 4.TAblo 4.1B) ve birbirleri
arasinda (Tablo 4.2) bu parametreler agisindahlfltdr karsilastirildi.

Tablo 4.1A Kontrol (K), Stres (S), Nesfatin (N) ve Stres+Nssf (S+N) gruplarindaki sicanlarin deney

Once ve sonrasi viucugiaiklari (ort+ss).

Gruplar  Vicut A girh g Once (gr)  Vicut Agirli g1 Sonra (gr) p

K
(n=7) 353.14+34.94 353.71+ 35.74 0.194
S
(n=7) 328.14+11.96 317.42+16.56 0.028
K+N
(n=7) 353.71+35.74 328.85+41.05 0.018
S+N
(n=7) 333.71+12.48 309.71+12.16 0.018

p: Grup icindeki anlamhfi ifade eder (Wilcoxon Testi).

Kontrol, S, K+N ve S+N gruplari nesfatin veest uygulamasi éncesi ve sonrasinda
olmak Uzere kendi iclerinde sicanlarin vicgtrigklar: kasilastirildiginda stres, K+N
ve S+N gruplarindaki sicanlarin uygulama sonrasuntgulama oncesine goére vicut
agirhklarindaki azakin istatiksel olarak anlamli olgu goruldd, sirasiyla; p=0.028,
p=0.018, p=0.018 (Tablo 4.1A).
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Tablo 4.1B Kontrol (K), Stres (S), Nesfatin (N) ve Stres+Nasf (S+N) gruplarindaki sicanlarin deney

Once ve sonrasl kan basinci duzeyleri (orttss).

Gruolar KB Once KB Sonra
P (mm-HgQ) (mm-Hg) P
(nli?) 121.37 + 4.21 123.09 + 4.16 0.237
S
(n=7) 127.92+ 11.85 131.60+ 10.31 0.310
K+N
(n=7) 128.14 +10.25 151.63 + 10.2 0.028
S+N
(n=7) 128.17 + 7.63 146.81 + 12.70 0.080

p: Gruplar arasindaki anlamiiliifade eder (Wilcoxon Testi).

Kontrol, S, K+N ve S+N gruplarin nesfatin viees uygulamasi 6ncesi ve sonrasi
kan basinclar kadastirildiginda K+N grubu sicanlarin uygulama sonrasinda aygal
oncesine goére kan basinclarinda istatiksel olardéna bir arty gozlendi (p=0.028)
(Tablo 4.1B).

Tablo 4.2 Kontrol, S, K+N, S+N gruplarindaki sicanlarin vicgirliklari ve kan basinci duzeyleri

(orttss).
Gruplar K S K+N S+N
P (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) P
Vicut
Agirli g Once 353.14+34.94 328.14+11.96 353.71+35.74 333.71+12.48 0.333
(gn
Vicut
Agirli g1 353.71+ 35.72 317.42+16.56 328.85+41.05 309.71+12.16 0.108
Sonra (gr)
KB Once 121.37 + 4.21 127.92+ 11.85 128.14 +10.25 128.17 + 7.63 0.193
(mm-Hg)
123.09 + 418"  131.60+ 10.3F° 151.63 +10.2%% 146.81 +12.789#9  0.001
KB Sonra
(mm-Hg)

p: Coklu gruplar arasindaki anlamgiiifade eder (Kruskal Wallis).

abed Avny satirda, ayni harfi $ayanlar arasindaki fark istatistiksel olarak p<Odi&eyinde anlamlidir
(Mann Whitney U test).
aabbee Avny satirda, ayni harfi §ayanlar arasindaki fark istatistiksel olarak p<Odiizeyinde anlamlidir

(Mann Whitney U test).
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Kontrol, S, K+N ve S+N gruplarindaki sicanlarin wuticggirhklarinin ¢oklu
karsilastirilmasinda, nesfatin ve stres uygulamasi dncesonrasi, aralarindaki farkin
istatiksel olarak anlamli olmaglgorildu (Tablo 4.2)ikili karsilastirmalarda ise, S+N
grubunda K grubuna gore sicanlarin vicgtriklarinda istatiksel olarak anlamli bir

azalma gozlendi (p=0.017).

Calsmamizda nesfatin ve stres uygulamasi oncesi K, 3 Ke S+N gruplarinin
kan basinclarinin ¢oklu kalastirlmasinda aralarindaki farkin istatiksel olaeaMaml
olmadgi goruldu (Tablo 4.2). Nesfatin ve stres uygulansasirasinda ise tim gruplarin
kan basinclarinin ¢oklu kalastirlmasinda aralarindaki farkin istatiksel olasaMamli
oldugu gozlendi (p=0.001) (Tablo 4.2). Yapilan ikili kdastirmalarda, K grubuna gére
K+N grubundaki sicanlarin kan basincigederinde istatiksel olarak anlamli bir arti
gozlendi (p=0.001). Stres ve nesfatin uygulamasrasonda ise K grubu sigcanlarin kan
basinci dgerlerine gore S+N grubu sicanlarin kan basingtederindeki artin
istatiksel olarak anlamli olgu saptandi (p=0.005). Stres ve K+N gruplarininsstre
nesfatin uygulamasi sonrasi kan basincgederi kaslilastirildiginda, K+N grubu
sicanlarin kan basinci gkrlerinin S grubu sigcanlarininkine gore @rtve bu artyin
istatiksel olarak anlamli olgu go6zlendi (p=0.005). Uygulama sonrasinda S+N
grubundaki kan basinci gerlerinin S grubuna goére agtiistatiksel olarak anlaml

bulunmutur (p=0.03).

4.1. L-Tipi Ca*? Kanal alc Altbirimi Proteini Ekspresyon Diizeylerinin Westen

Blot Analiz Sonuclari

Calsmamizda, K (15.06+4.71), S (21.174£7.63), K+N (19234) ve S+N
(25.73%5.52) gruplari arasinda coklu «kstirmada L-Tipi C&° kanal alc altbirimi
proteini ekspresyon duzeyleri agisindan istatik&mlak anlamli bir farklilik gézlenmedi
(p=0.178). Yapilan ikili kanlastirmalar sonucunda ise K grubuna gére S+N grubunda
L-Tipi Ca"? kanalalc altbirimi proteini ekspresyon diizeyinde istatikslarak anlamli
artis saptandi (p=0.032)Sékil 4.1) Her grup icinden rastgele secilen siganl&alp
orneklerinden yapilngi olan Western Blotanaliz gorintisu, K grubuna gore S+N
grubundaki L-Tipi C& kanal alc alt birimi proteini ekspresyon diizeyindeki srti
gorsel birsekilde temsil etmektediiSgkil 4.2).



68

L-Tipi Ca"? Kanal Protein Ekspresyonu
(densitometri)

*
5 Grupla_r K+MN S+N

25
. 20
. 15
10
5 -
o
K

Sekil 4.1 Kontrol, S, K+N, S+N gruplarinin kalbinde L-tipia kanalalc altbirimi proteini ekspresyon
diuzeyi.

", Kontrol grubu ile dier gruplar arasindaki anlamgii(p< 0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

Marker Kontrol Stres Kontrol+Nesfatin Stres+Nesfatin

~ 260 kDa

Sekil 4.2 Kalp L-Tipi Ca? kanalalc altbirimi proteiniWestern Blogériintiisi

4.2. Plazma Anjiyotensinojen (Ang) Konsantrasyonu

Calsmamizda K (266.3+58.53 ng/ml), S (314.37+£54.52 mg/Kr+N (225.66+47.51
ng/ml) ve S+N (212.15+43.64 ng/ml) gruplari plazag dizeyleri kanlastirildi.
Gruplar arasindaki farkin istatiksel olarak anlawiblusu gorildi (p=0.006). Ayrica
ikili karsllastirmalarda, S grubuna gére K+N ve S+N gruplarindiazmpa
anjiyotensinojen seviyelerinin giiigti gorulda, bu dgiis istatiksel olarak anlaml
bulundu, sirasiyla; p=0.007, p=0.0G2kil 4.3).
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Anjiyotensinojen Konsantrasyonu (ng/ml)

Sekil 4.3Kontrol, S, K+N, S+N gruplarinda plazma anjiyotergen konsantrasyonu.

" Stres grubu ile gr gruplar arasindaki anlamfiii(p<0.01) ifade eder (Mann Whitney U test).

4.3. Plazma Anjiyotensinojen Dongtirtici Enzim 2 (Anjiyotensinojen Converting

Enzyme; ACE2) Konsantrasyonu

Kontrol (3.36+0.63 1U/ml), S (3.17+0.61 IU/mIK+N (4.43+1.23 IU/ml) ve S+N
(4.45+1.30 IU/ml) gruplari arasinda plazma ACE2 alilierinin anlamh farkli oldgu
gozlendi (p=0.021). Ayrica ikili yapilan kalastirmalarda, K grubuna goére K+N ve
S+N gruplarinda, S grubuna gore K+N ve S+N gruptiaiplazma ACE2 seviyelerinin
istatiksel agidan anlaml olarak agttigortldl, sirasiyla; p=0.038, p=0.038, p=0.038,
p=0.017 Sekil 4.4).
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ACE2 Konsantrasy onu (IU/ml)
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Sekil 4.4 Kontrol, S, K+N, S+N gruplarinda plazma ACE2 kortsasyonu.
" Kontrol ile diger gruplar arasindaki anlamgii(p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

#: Stres ile dier gruplar arasindaki anlamgii(p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

4.4. Plazma Anjiyotensin Il (Angll) Konsantrasyonu

Kontrol (2.27+0.52 pg/ml), S (3.32+0.42 pg/ml), K+H8.05£0.87 pg/ml) ve S+N
(3.04+0.49 pg/ml) gruplari arasinda plazma Anglkelgeri acisindan anlamli fark
g6zlenmedi (p=0.05). Yapilan ikili k@tastirmalarda ise K grubuna gére S ve S+N
gruplarinda, plazma Angll seviyelerinin istatikselarak anlamli artfh go6zlendi,
sirasiyla; p=0.01, p=0.03€kil 4.5).

i ‘ H
K S K+N S+N

Gruplar

Angll Konsantrasyonu (pg/ml)
(= ol P L8] e
o W o= e bw boe W

Sekil 4.5Kontrol, S, K+N, S+N gruplarinda plazma Angll konsasyonu.
“#: Kontrol ile diger gruplar arasindaki anlamgii(p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
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4.5. Plazma Aldosteron, Kortizol, Endotelin-1 Konsatrasyonlari

Kontrol, S, K+N ve S+N gruplarinin plazma atiyon, kortizol ve endotelin-1
konsantrasyonlari kafastirildiginda aralarindaki farkin istatiksel olarak anlamh

olmadgi gozlendi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3 Kontrol, S, K+N, S+N gruplarinda plazma aldosterokertizol ve endotelin-1

konsantrasyonlarinin katastiriimasi (ort+ss)

G—IK—W&—N—
ruplar (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) i

Aldosteron 475 8648546 517.74+30.75 506.58+84.74 503.88+57.12 0.814
Kortizol 11.52+1.78 12.22+1.19  11.65+1.56 11.71+1.96 0.854

Endotelin-1 35 84+16.40 20.13+6.66 22.06+3.85 22.06+9.59 0.307
p: Coklu gruplar arasindaki anlamgiiifade eder (Kruskal Wallis).

4.6. Plazma eNOS Konsantrasyonu

Kontrol (42418.45£3441.17 plU/ml), S (52296:3436.33 plU/ml), K+N
(41148.78+15617.25 plu/ml) ve S+N (29651.22+6835u8/ml) gruplari arasinda
plazma eNOS dizeyi acisindan anlaml fark gozle(u#0.004). Yapilan ikili
karsilastirmalar sonucunda, K grubuna goére S grubunda @aeMOS seviyesinin
istatistiksel agidan anlamli olarak atttigorulda (p=0.01) fekil 4.6). Kontrol ve S
gruplarina goére S+N grubunda plazma eNOS seviyesstatistiksel acidan anlamh
olarak azaldil géruldd, sirasiyla p=0.009, p=0.0%kkil 4.6).
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Sekil 4.6 Kontrol, S, K+N, S+N gruplarinda plazma eNOS kotisesyonu.
*; Kontrol ile diger gruplar arasindaki anlamfiii(p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

#. Kontrol grubu ile dier gruplar arasindaki anlamfiii(p<0.01) ifade eder (Mann Whitney U test).
™" Stres grubu ile der gruplar arasindaki anlamgii(p<0.01) ifade eder (Mann Whitney U test).

4.7. Plazma Nesfatin Konsantrasyonu

Kontrol (7402.38+1630.94 ng/ml), S (8530.40¥2:69 ng/ml), N (9265.18+1736.66
ng/ml) ve S+N (9450.97+£1498.08 ng/ml) gruplari avda plazma nesfatin-1 dizeyi
acisindan anlamli fark goézlenmedi (p=0.136). Yapilali karsilastirmalarda ise, K
grubuna gore S+N grubunda plazma nesfatin-1 sawuiyesstatistiksel acidan anlamli
olarak arttgl goruldu (p=0.026)Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Kontrol, S, K+N, S+N gruplarinda plazma Nesfatikdghsantrasyonu.

*; Kontrol ile diger gruplar arasindaki anlamiii(p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
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5. TARTISMA

Hipertansiyon bircok genetik ve cevresel faitbali olarak meydana gelebilen
kompleks, multifaktéryel ve 6nemli bir & problemidir (Sun ve Zhang 2005). Akut
ve kronik strese [ olarak ortaya cikansa kardiyovaskiler yanitlar hipertansiyon ve
kardiyovaskuler hastalik riskini artirabilir (Beold vd 2009). Kronik strese pia
olarak glukokortikoidlerin bazal seviyesindeki yaks, stresin kalp ve damar #@ggl
Uzerindeki olumsuz etkilerine katki gamaktadir (Bechtold vd 2009). Aralarinda
kuvvetli iliskilerin bulundigu hipertansiyon ve stres giinimtizde oldukca siklganie
yasam kalitesini etkileyen dnemli gk sorunlaridir. Tedavi edilmedikleri veya ortadan

kaldiriimadiklari durumlarda daha ciddigb& sorunlarina yol acabilmektedirler.

Nesfatin-1 hipotalamus ve beyin sapindan kadgn, leptin yolgindan b&imsiz
olarak gtah kontroliinde etkinlik gosteren bir peptidtir (@ey ve Grove 2006, Oh-1 ve
Shimizu 2006). Bu nedenle de obezite tedavisindeén ebir terapotik ajan olarak
kullaniimasi d&unulmektedir. Kan beyin bariyerini her iki glultuda gecebilen ve
literatrde beslenme uzerine olan etkileri dahayleblarak ¢akiimis olan bu peptidin,
diger fizyolojik parametrelere etkisi ve etki mekanaari halen tam olarak aydiga
kavusturulamamgtir.  Yapilan cakmalar nesfatin-1 ve stres arasindagl@atinin
olabilecgini gostermektedir (Liu vd 2007, Goebel vd 200%rfel vd 2009, Xu vd
2010, Yoshida ve Maejima 2010). Bunlarin yani str@s kgullarinda merkezi sinir
sisteminde nesfatin-1 duzeyinin atttibildiriimektedir (Yoshida ve Maejima 2010).
Nesfatin-1'in kan basincini arttirici etkisi bildiinis ancak kan basincini hangi
mekanizmayla artir@l netlik kazanmamngtir (Yosten ve Samson 2009, Yamawaki vd
2012).

Yapiims olan bazi cajmalarda nesfatin-1'in kan basinci lzerine olansatkien
bagimsiz olarak hipotalamus L, P ve Q tipi kalsiyurm&@arini aktive etfii, pankreas
adacik beta hicrelerinde L-tipi €a kanal aktivasyonu aragili ile insilin
salgilanmasini arttirge gosterilmgtir (Brailoiu vd 2007, Nakata ve Manaka 2011).
Fakat nesfatin-1'in kalp L-tipi C& kanallarina etkisinin agarildigi bir calsmaya
literatirde rastlanamastir. Bu bilgiler d@rultusunda nesfatin-1'in kalpte de L-tipi
Ca'? kanallar tizerine etkili olabilegeve bu etkisinin kan basincinin artile iliskili

oldugunu digunerek caimamizin hipotezini kurgulambulunmaktayiz.
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Leptin yol&indan bg&msiz olarak beslenmeyi baskilgdicin obezite tedavilerinde
ciddi sa&lik problemlerine yol acabilegai ©6ngoérerek planlamgi oldusumuz bu
calsmada, normal ve stres gturulmus sicanlarda kronik sistemik nesfatin-1
uygulamasinin kan basinci Uzerine olan etkilerilggaiendi. Yapmy oldugumuz
calismada nesfatin-1'in kalp L- tipi Cakanaliolc altbirimi proteini, plazma endotelin-
1, eNOS, kortizol ve RAAS elemanlarindan olan; yoignsinojen, ACE2, Angll,
aldosteron parametrelerine olan etkisisardarak, nesfatin-1 aracgi ile meydana

gelen kan basinci @sikliklerinin nedenleri agiklanmaya ¢ailid!.

Calsmamizin bglangicinda ve bitiminde tim gruplardaki sicanlasiicut &irhiklari
Olculdu. Vacut girhklart her grubun kendi icinde kalastirildiginda, K grubu dindaki
diger tim gruplarda kilo kaybi gorildu. Gruplar anégi karsilastirmalarda K grubuna
gore S+N grubundaki sicanlarin vicgtraklarindaki azalma anlamlidir. Buglne kadar
yapilimg olan calgmalar nesfatin-1'in hem merkezi hem de periferilguigmasinin
beslenmeyi baskilayarak viicugidi ginda azaka neden oldgunu bildirmektedir (Oh-I
ve Shimizu 2006, Shimizu ve Oh-l 2009). Gadamizda gb6zlemlemioldusumuz
nesfatin-1 verilen gruplarin uygulama sonrasindeuv@zirliklarindaki azay literatir
ile uyumluluk gostermektedir. Literatirde nesfatiden bgimsiz olarak kronik
hareketsizlik stresinin diyet ya da davekaie iliskili bir sekilde kilo kaybina neden
oldugunu gosteren camalar bulunmaktadir (Harris vd 1998, Harris vd 2006
Hennebelle vd 2012). Bunun yani sira stres ile atigsiL iligkisini incelemg olan
calismalar bize kronik hareketsizlik stresi sonucundayda@a gelen kilo kaybini
aciklayabilmek icin farkli bir bakiacisi sunmaktadirlar (Liu vd 2007, Goebel vd 2009,
Stengel vd 2009, Kdnczdl vd 2010, Xu vd 2010, Ydahie Maejima 2010, Yosten ve
Samson 2010). Xu ve arkatkrinin 2010 yilinda yapmiolduklar bir calgma ile akut
ve CVM streslerin pregangliyonik olmayan npEW ydana nesfatin-1 salgilayan
noronlari aktive etfii gosterilmitir (Xu vd 2010). Yapilmy olan dger calsmalara gore
ise akut hareketsizlik stresi, hipotalamusun PVM&USON'u, beyin sapinda yer alan
NTS’'da, LC, DR nukleuslari ve ARC nukleuslarda man nesfatin-1 tGreten ndronlarin
aktivasyonlarindaki aga ba&li olarak nesfatin-1 dretimini arttirmaktadir. Ayni
zamanda icv nesfatin-1 uygulamasi PVN, SON, NTS, DR ve medyan rapfe
nikleusunda yer alan PVN-CRH, NTS-NA, LC- NA ve BRHT néronlarinin
aktivasyonunu bgka bir deysle stres cevabini arttirmaktadir (Goebel vd 2008shvda
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ve Maejima 2010). Yapilmiolan bu ¢akmalar sonucunda elde edilen veriler stres ile
nesfatin arasindaki Beantiyr ortaya koymaktadir. Literatlr bilgilerineayhnarak;
uygulamg oldugumuz kronik hareketsizlik stresinin merkezi nesfdti Uretiminde
muhtemel bir arga neden oldgunu sdyleyebiliriz. Bu nedenle de; S grubu sicaldar
kendi kontrollerine gore kilo kaybinin istatistiksgidan anlamli bulunmasinin, argmi
merkezi nesfatin-1 tretimi ile gercekiheesi s6z konusu olabilecek baskilagrhesin
alimi sonucunda gercektesini diusinmekteyiz. Capmamizda merkezi nesfatin-1
seviyesine bakamadik ancak plazma nesfatin-1 dédegl bakabildik. Sadece stres ve
nesfatin-1 uygulanan S ve K+N gruplarina ait plaznesfatin-1 bir dizeylerinde
anlamh arty gozlenmezken, her iki uygulamanin beraber yagil&+N grubundaki
plazma nesfatin-1 dizeyindeki artanlamhdir.  Yapny oldugumuz taramalar
sonucunda, literattirde kronik hareketsizlik stresplazma nesfatin-1 seviyesine olan
etkisinin aratirildigl bir calsmaya rastlanmarmtir. Ancak ginimuze kadar yapikni
olan calsmalarda, akut stres uygulamasinin merkezi nesfatseviyesindeki ara
neden oldgu gosterilmg (Liu vd 2007, Goebel vd 2009, Stengel vd 2009, ¢aih vd
2010, Xu vd 2010, Yoshida ve Maejima 2010, Yosteramson 2010) bunun yani sira
plazma nesfatin-1 seviyesini g@gtirmedigi tespit edilerek (Yoshida ve Maejima 2010)
stres ve nesfatin-1 arasindakikii aciklanmaya ¢ajmistir. Calsmamizda K grubuna
gore S ve K+N gruplarinda plazma nesfatin-1 seungkeki istatistiksel olarak anlam
tasimayan artin, S+N grubunda istatistiksel olarak anlamlilikz&amasi, akut
hareketsizlik stresinin aksine kronik hareketsizl#tresinin plazma nesfatin-1
seviyesinde aga neden olabile@ yoninde dgerlendirilebilir. Bu bilgiler giginda

kronik hareketsizlik stresinin plazma nesfatin-¥igesini arttirdgini soyleyebiliriz.

Yapms oldugumuz calgmada K+N grubu sicanlarin uygulama sonrasinda ayggail
oncesine gore kan basinclarindakisantistatiksel olarak anlaml olgu gozlenmgtir.
Ayni zamanda nesfatin-1 ve stres uygulamasi sor@asim gruplar arasinda yapilan
karsilastirma sonucunda gozlenen kan basinclarindaki ferkistatistiksel acidan
anlamhlik tgimaktadir. Yapilan ikili kaglastirmalar sonucunda K grubu ve S grubuna
gore K+N ve S+N gruplarinin kan basincigederinde ary saptanny ve bu argyin
istatistiksel olarak anlamhlik gedigi tespit edilmgtir. Stres grubuna gore S+N
grubundaki sicanlarin kan basincgeendeki artg, K grubuna gore S+N grubundaki
kan basinci aginin sadece nesfatin-1 nedeniyle gercgldein bir kaniti olarak kabul

edilmistir. GUnUmuze kadar yapilgiiolan calsmalar kronik stres uygulamasinin
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sicanlarda kan basinci ghlerini desistirmedigini gosterms bulunmaktadir (Scheuer
vd 2007, Scheuer 2010, Bechtold vd 2009). Bu l@t@l yani sira nesfatin-1'in kan
basinci Uzerine olan artirici etkisi yapgnolan baka calgmalar ile gosterilmtir
(Yosten ve Samson 2009, Garcia-Galiano vd 2010sten ve Samson 2010). Yosten
ve arkadglarinin 2009 vyilinda yapmi olduklari calgmada, icv nesfatin-1
uygulamasinin kan basincini yikseltici etkisi ildiektedir (Yosten ve Samson 2009).
Yine ayni grup tarafindan 2010 yilinda yapirolan baka bir ¢calsmanin sonuclarina
dayanarak, merkezi nesfatin-1 uygulamasinin kamnbems arttirici etkisinin merkezi
oksitosin-melanokortin yolaklari ara@il ile gerceklgen sempatik sinir sistemi
aktivasyonundan kaynaklanabilgcdildiriimektedir (Yosten ve Samson 2010). Yakin
zamanlarda yapilmiolan bir baka calsmada ise, intravendz nesfatin-1 uygulamasinin
ortalama kan basinci gerinde arya neden oldgu rapor edilmektedir. Bu ¢camada
nesfatin-1'in  NO azalmasi ara@ll ile mezenterik arter gegmesi Uzerindeki
baskilayici etkisi bulunmyur. Bu sonucglara dayanarak nesfatin-1'in hipeifans
etkisinin hem merkezi sinirler hem de kan damarlamerindeki etkinginden
kaynaklandil distnulmektedir. Buna ek olarak nesfatin-1 aracili kbasinci
diizenlenmesinde kalp ve damarlarin kasilabilirtiki@ degisiminin s6z konusu oldtu
g0z oOnunde bulundurulmaktadir (Yamawaki vd 2012u Bilgilere dayanarak;
calismamizda elde etmioldusumuz veriler kronik periferik nesfatin-1 uygulamasi
hem normal hem de kronik stres gluirulmus sicanlarda kan basincini arttirici etkisini

gosterir yondedir ve literattr ile uyumludur diyiei.

Yapms olduzumuz calsmada gruplarin kalp L-Tipi Cakanalalc alt birimi protein
ekspresyon dizeyleri acgisindan tum gruplar arasyagelan coklu kamlastirmalarda
istatistiksel acidan anlamh bir fark gozlenmeimni Yapilan ikili kagilastirmalar
sonucunda, K grubuna gore S ve K+N gruplarindatargarin kalp L-tipi C¥ kanall
alc alt birimi proteininin ekspresyonunda istatisgk olarak anlamli olmayan bir arti
saptanmytir. Elde edilen dier bir veri ise K grubuna gore S+N grubunda kalpip+
Ca'? kanal alc alt birimi proteini ekspresyon diizeyindeki srtiistatistiksel olarak
anlamh oldgunu karet etmektedir Jekil 4.1). Bugune kadar yapilgiolan
argtirmalarda kronik stres ve L-tipi Cakanallari arasindaki ki aciklanmaya
calisiimistir. Bu calsmalar sonucunda, kronik stres ile beyinde ve kalptii Ca™
kanal aktivasyonunun ve ekspresyon dizeyleriningaryosterilmgtir (Mamczarz vd
1999, Xu vd 2003, Zhao vd 2007, Zhao vd 2009). Amarkadglari yapms olduklar
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calsmada kronik hareketsizlik stresinin ventrikill Litiga™ kanal alc alt birimi
proteininin ekspresyon dizeyi Uzerine olan etkiliekiVestern Blotanalizi ile tayin
etmilerdir. Bu calgmanin sonucunda elde edilen veriler, kronik hamekigt stresinin
ventrikil L-tipi Ca'? kanaliadc alt birimi proteininin ekspresyonunu arttirakaisiyum
kanal akiminda aga neden oldgunu gostermektedir (Zhao vd 2009). Ayni zamanda
nesfatin-1'in L-tipi C&2 kanali izerine olan etkisinin ataildigi calsmalar literatiirde
yerini almg bulunmaktadir (Brailoiu vd 2007, Nakata ve Man&d.1). Brailoiu ve
arkadalarinin yapmy olduklari ¢calsmada, nesfatin-1 tarafindan aktive edilen kanallari
L, P ve Q kalsiyum kanallar olgu ve buna bl olarak hipotalamus hicre kilttrinde
nesfatin-1'in intraseliiler C& konsantrasyonunu arttigal saptannytir (Brailoiu vd
2007). Yapilmg olan bir dger calsmada ise nesfatin-1'in pankreas adacik beta
hiicrelerinde L-tipi C¥ kanal aktivasyonu aragili ile insiilin salgilanmasini arttigg
gosterilmitir (Nakata ve Manaka 2011). Biz bu bilgilgrginda nesfatin-1'in kalp L-
tipi Ca kanali alc alt birimi proteininin ekspresyonunu arttirab#gini disiinerek
calismamizin hipotezini kurgulami bulunmaktayiz. Caimamizda elde etsi
oldugumuz verilere gore tek kama stres ve tek bma nesfatin-1 uygulamasi ile
gerceklgen kalp L-tipi C&? kanali alc alt biriminin ekspresyonundaki istatistiksel
acidan anlamli olmayan agti her iki etkinin birlikte uygulanmasi sonucunda
kuvvetlenmg ve istatistiksel acidan anlamlilik kazagtm Bu nedenle calmamizin
sonugclari, catmamizi kurgularken okturdusumuz hipotezimizi destekler niteliktedir

diyebilmekteyiz.

Plazma anjiyotensinojen parametresi acisindeuplar arasinda yapilan c¢oklu
karsilastirmalarda, tum gruplar arasinda istatistiksel agidanlaml bir fark
gozlenmgtir. Yapilan ikili kagilastirmalar sonucunda, K grubuna goére S grubu plazma
anjiyotensinojen seviyesinde istatistiksel acidalamli olmayan bir ar§isaptannytir.
Stres grubuna goére ise K+N ve S+N gruplarinda p#azenjiyotensinojen
seviyelerindeki azajin istatistiksel olarak anlamlilik g¢edig tespit edilmgtir.
Literatiirde kronik hareketsizlik stresi ve/veya faés-1'in plazma anjiyotensinojen
seviyesi Uzerine direkt etkisinin atauldigi bir calsma bulunmamaktadir. Buglne
kadar yapilmy olan calgmalar kronik stres uygulamasinin HPA aksini aketgsine
dair bilgi vermektedir (Uresin vd 2004, Egbad 2006, Guilliams ve Edwards 2010).
Ayni zamanda HPA akslI ve sempatik sinir sistemi bieraber RAAS'nin stres

cevabinda yer al@ini bilmekteyiz (Hafner vd 2012). Stres maruziystinucunda
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RAAS'nin aktivasyonu anjiyotensinojen plazma sesipee artyi gerektirmektedir. Bu
nedenle cajmamizda K grubuna gore S grubu plazma anjiyoterainseviyesindeki
istatistiksel acgidan anlam stenayan ary gozlenmesini beklenen bir sonuc¢ olarak
deserlendirmekteyiz. Uygulanan stres modelleri ve kihein plazma anjiyotensinojen
seviyesi artina farkl oranlarda katki gayor olac& kanisindayiz. Bu nedenle de
calsmamizda go6zlemlemi oldugumuz bu artin istatistiksel acidan anlam
tasimamasinin, uygulamioldugumuz stres modelinden kaynaklaniyor olabifgce
distncesindeyiz. Kontrol grubuna gére K+N grubu plaznaajiyotensinojen
seviyesindeki istatistiksel agidan anlamli olmapanazalsin gbzlenmesi sonucunu ise
nesfatin-1'in normal fizyolojik stireglerde perifieretkinliginin var old@gunun bir kaniti
olarak dgerlendirilebilir kanisindayiz. Stres grubuna goreNS/e K+N gruplarindaki
anjiyotensinojen plazma konsantrasyonlarindakiigtiksel olarak anlamlh olan azali
ise nesfatin-1'in hipertansif etkisinin, anjiyot@mgjien aracili olarak gercekimediginin

bir gostergesi olarak kabul edilebilir. Ayni zamandtres grubunda uzun vadede
hipertansiyon ge§imi sirecinde etkin rol oynayacak olan plazma agysinojen
konsantrasyon asinin nesfatin-1 uygulamasi sonucunda istatistiksgtian anlamli
olarak azalmasi, nesfatin-1 aracili henliz ayrmttem olarak agiklanmamolasi bir

negatif geri besleme mekanizmasinin olabgeuedisiindtrmektedir.

Calsmamizda plazma ACE2 duzeyleri icin yapilan ikilirgastirmalarda; K
grubuna gore K+N ve S+N gruplarinda, yine S grubgive@ K+N ve S+N gruplarinda
plazma ACE2 seviyelerinin istatiksel agidan anlamolarak artg1 gozlenmitir.
ACEZ2'nin susbstrati olan Angll plazma seviyelerikemsilastiriimasinda ise K grubuna
gore S ve S+N gruplarinda plazma Angll seviyeleristatiksel agidan anlamli olarak
artisi  saptanngtir. Ikibinli yillarin basinda kefi gerceklatiriimis olan ACEZ2;
RAAS'nin negatif duzenleyicisi olarak bilinmekte véeraberinde dizenleme
mekanizmasi ayrintilari ile agiklanmaya géinaktadir (Sarkissian ve Matthew 2006).
Literatiirde yer alan sicanlar ile yapinolan bir calimada, 16 haftalik kronik orta
siddetli egzersiz uygulamasi sonucunda sicanlarymb®CE?2 protein miktarinda asti
saptanmygtir (Agarval vd 2011). Literatur taramalari sonudankronik hareketsizlik
stresi uygulamasinin, plazma ACE2 seviyesine otkisirin argtirildigl bir calsmaya
rastlaniimamytir. Biz ¢alsmamizda kronik hareketsizlik stres grubu sicanlatazma
ACE2 seviyesinde agtigozlemlemedik. Elde etgibldugumuz veri kronik stres modeli

velveya silresi nedeniyle literatirden farkhlik tgdsektedir seklinde
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yorumlanabilecgi gibi uygulams oldusgumuz stres modelinin plazma ACE2 seviyesine
etkisinin olmadg seklinde de yorumlanabilir. Bu Beamda K ve S gruplarina gore
K+N ve S+N gruplarindaki plazma ACE2 seviyesindakisin nesfatin-1 uygulamasi
sonucunda gercekiegini sdyleyebiliriz. Elde etnsioldusumuz bu veriler, nesfatin-1’in
normal fizyolojik sireclerde kan basincinin dizaemesinde rol oynadinin bir
goOstergesi olarak literatirde nesfatin-1'in homenisin dizenlenmesinde etkin
olabilecgini aciklayan cakmalari destekler niteliktedir. Ayni zamanda eldelezd
veriler ile nesfatin-1'in kronik stres kollarinda ACE2 yolgini aktifleyerek RAAS’nin
negatif kontrolinin sganmasinda bir gorevi olabilegiai gbstermg bulunmaktayiz.
Bunun yani sira yapmpoldusgumuz literattr taramalari sonucunda, nesfatin-RAAS
elemanlari ile ikilendirilmis oldugu bir calsma ile kasgilasiilmamstir. Fakat akut ve
kronik stres uygulamalarinin, renin aktivasyonucdr& ile RAAS’nin elemanlarinin
plazma konsantrasyonlarini arttirici etkisini giete bircok ¢ayma bulunmaktadir
(Cody 1997, Saavedra vd 2004, Zucker vd 2009, @hm#sve Braam 2011). Bu
nedenle cajmamizda elde etmioldugumuz Angll acgisindan K grubuna gére S
grubundaki istatistiksel acidan anlamh @diteratir ile uyumludur diyebilmekteyiz.
Kontrol grubuna gore S+N grubunda plazma Angll gesindeki anlamli aga
nesfatin-1'in etkisinin olup olmagh ise eldeki veriler ile tam olarak acud
kavusturulamamgtir. Cinkd K grubuna gore K+N grubundaki sicanlgptEzma Angll
seviyesinde gozlenen artistatistiksel olarak anlamlilik ggmamaktadir. Bu noktada K
grubuna gore S grubundaki Angll anun S+N grubunda azalgmolmasina dikkat
edersek, nesfatin-1'in 6zellikle stresskbarinda plazma Angll seviyesinde azali
neden olacak yonde etki gostegnolabilecgini sdyleyebiliriz. Calgmamizda elde
edilen ACE2 ve Angll verileri beraber gerlendirildiginde ise nesfatin-1'in plazma
ACE2 seviyesinde gtamis oldugu artsin plazma Angll seviyesindeki azg neden
olaca| beklenen bir sonuctur ve gahamizda gosterilmibulunmaktadir.

Bu calgmada plazma aldosteron ve kortizol duzeyleri ademngruplar arasinda
anlamh bir farklihk gozlenmergiir. Yapilan ikili kagilastirmalar sonucunda ise S ve
S+N gruplarinda K grubuna gore plazma aldosteron keetizol seviyelerinde
istatistiksel olarak anlam gemayan bir arty saptanntir. Strese maruziyet sonucu HPA
aksinin aktive oldgunu ve bu aktivasyonun glukokortikoid seviyesindgsa neden
oldugunu bilmekteyiz. Yapilan ¢ainalar sonucunda kronik veya tekrarlayan stresin
bazal kan basinci ve glukokortikoidlerin artiile iligkili oldugu gosterilmg
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bulunmaktadir (McEwen 2007, Bechtold vd 2009, Wkiai ve Herman 2009). Ayni
zamanda yapilan ¢amalar sonucunda stres cevabinirsplasinda HPA aksi ve RAAS
arasinda siki bir anti bulundgu go6sterilmgtir. Stres slresince sempatik
aktivasyondaki ar§i renin Uretimindeki arga ve bu artta plazma Angll seviyesinin
yukselmesine neden olmaktadir. Stres suresincesidaaki Angll artgi; 6n hipofiz
ACTH, adrenal glukokortikoid, aldosteron, katekoialarin olusumu ve salinimina
katkl sglar (Hafner vd 2012). Caimamizda g6zlemlemioldugumuz K grubuna gore
S ve S+N gruplarinda plazma aldosteron ve kortsmliyelerinde argin uygulamg
oldugumuz stres modeli ve/veya suresi nedeni ile idtikdisl agidan anlam gamadgini
disinmekteyiz. Yapilan c¢aimalar sonucunda sicanlarda akut hareketsizlik istres
veya tek bgina merkezi nesfatin-1 uygulamasinin, CRF, NE W¥5a6ronlarini aktive
ettigi gosterilmitir (Konczol vd 2010, Yoshida ve Maejima 2010). Gdesen
aktivasyona bgli olarak bu néronlarin intraselliler Cakonsantrasyonundaki asti
sonucunda plazma adrenokortikotropik hormon ve ajtoktikoid seviyelerindeki
yuksels, Yoshida ve arkaghrinin yakin yillarda yapmiolduklari bir calgma ile
gosterilmi bulunmaktadir. Ayni zamanda periferik nesfatinygulamasinin ise stres
cevabinin olgmasinda etkin olmagh yine bu ¢cagma ile ortaya konmgiur (Yoshida ve
Maejima 2010). Yapmi oldusumuz calgmada literattr ile uyumlu olarak kronik
periferik nesfatin-1 uygulamasinin, sicanlarda mplaz aldosteron ve kortizol
seviyelerinde anlamli  bir d@eiklk meydana getirmedini go6zlemlems
bulunmaktayiz. Bu bilgiler siginda; periferik nesfatin-1 uygulamasi sonucu kan
basincindaki yiksein, aldosteron ve kortizol aragili ile gergceklemedgini
soyleyebiliriz. Plazma aldosteron ve kortizol dieeyndeki artgin sempatik sinir
sistemi aktivasyonu sonucunda gercglkfgni g6z oOnunde bulundurarak, plazma
nesfatin-1 artinin kan basinci yikselmesine yonelik gostermidugu etkisinin,

sempatik sinir sistemi aktivasyonundargioasiz olarak gercek$@gini disinmekteyiz.

Bu calgmada tum gruplarin plazma endotelin-1 dizeyi agengruplar arasinda
anlamh bir farklilga rastlanmangtir. Literatiirde yer alan ¢aialar sonucunda ET-1
dretiminin vazoaktif hormonlar, biyume faktord, olgsi, kayma stresi, lipoproteinler,
serbest radikaller, endotoksin gibisitk birgok uyaran tarafindan arttiriigini, endotel
kaynakli NO, nitrovazodilatérler, natriiretik pegti heparin ve prostaglandinler
tarafindan ise ET-1 Uretiminin baskilageh bilmekteyiz (Agapitov ve Haynes 2002).

ET-1 dretiminin ary bircok deneysel hipertansiyon modelinde de gdstay
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bulunmaktadir (Schiffrin 1998). Yine yapilgnolan ¢algmalar sonucunda NO ve ET-
1'in otokrin geri bildirim mekanizmasi ile birbirei kontrol ettikleri gosterilmytir.
Bunun yani sira yapilan cghalar ile hayvanlara uygulanan stilé doz endotelinin
pozitif inotropik etkisi varken yiksek doz endotéh negatif inotropik etkiye sahip
oldugu gosterilmg bulunmaktadir (Agapitov ve Haynes 2002, StephenStephen
2005). Fakat literatirde, nesfatin-1'in plazma dgtio-1 Uzerine olan etkisinin
arastinldig bir calsma ile kagilasiimamstir. Elde ety oldugsumuz veriler ve literatr
bilgilerinin 1s1ginda, uygulan stres ve nesfatin-1'in plazma endotel seviyesini
etkilemedgini, ayni zamanda periferik nesfatin-1 uygulamasimpertansif etkinginin

endotelin-1 aracili olarak gergekheedigini disiinmekteyiz.

Calsmamizda plazma eNOS duizeyi agisindan ise tum grapd@inda anlaml fark
gozlenmgtir. Yapilan ikili kagilastirmalar sonucunda ise K grubuna gore S grubunda
plazma eNOS seviyesinin istatistiksel acidan anlafarak artgl, K ve S gruplarina
gore S+N grubunda plazma eNOS seviyesinin istisistiacidan anlamli olarak azal
saptanmytir. Barbieri ve arkadgarinin 2012 yilinda yapmolduklari bir ¢calgmada
kronik strese maruz kalgfarelerde VEGF arina b&li olarak eNOS seviyesindeki
artis bildirilmistir (Barbieri vd 2012). Yakin zamanlarda yapgnolan baka bir
calismada ise intravendz nesfatin-1 uygulamasinin NQinim@ baskilayarak damar
kasilmasini arttirgh tespit edilmgtir (Yamawaki vd 2012). Plazma eNOS seviyesi
acisindan K grubuna gore S grubunda gozlenegsiraliteratir ile uyumlu oldgunu ve
kronik stres adaptasyonundan kaynaklgmdi soyleyebiliriz. Kontrol ve stres
gruplarina gére S+N grubundaki eNOS agatesfatin-1 uygulamasinin bir sonucunu
olusturmakta ve literatir ile uyumluluk goéstermektediElde edilen bu veriler
dogrultusunda nesfatin-1'in eNOS baskilanmasi agacille gerceklgen periferik
vazokonstriktor bir etkisinin oldiunu soyleyebiliriz.
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6. SONUC

Sonug olarak agarmamizda:

1. Stres, Kontrol+N ve S+N gruplarindaki sicanlarin cwii girliklarinin
ortalamalari kendi kontrollerine gore azajtm Bu kilo kaybi; kronik stres ve
nesfatin-1 uygulamasi ile plazma nesfatin-1 sewngeki artsa bal olarak
gerceklgmistir diyebilmekteyiz. Bu bglamda plazma nesfatin-1 seviyesindeki
artisin kilo kaybina neden olgu literatlr ile uyumlu olarak bir kez daha
calismamizin sonuglari ile gosterilgbulunmaktadir.

2. Kontrol grubuna gore S, K+N, S+N gruplarindaki slgan plazma nesfatin-1
seviyelerinde dereceli bir agtigerceklemis ve bu ary S+N grubunda
istatistiksel bir anlamliik kazanguir. GuUnimuize kadar yapilmiolan
calismalarda kronik hareketsizlik stresinin plazma nisfa dizeyine olan
etkisi gosterilmensgtir. Yapmsg oldusumuz bu cakbmada goOzlenen gruplar
arasindaki plazma nesfatin-1 seviyesinde meydarian gdesisim, kronik
hareketsizlik stresinin plazma nesfatin-1 seviyesarttirici  yonde etki
gosterdgine dair elde edilmgibir sonug olarak dgerlendirilebilir.

3. Nesfatin-1 ve stres uygulamasi sonrasinda saded¢ d¢ftibu sicanlarin kan
basinci dgerlerinde kendi kontrollerine gére gercelde bir arty saptandi. Bu
nedenle nesfatin-1'in kan basincini arttirici etlgalismamizda gosterilrgi
bulunmaktadir diyebilmekteyiz. Yapilan ikili kalastirmalar sonucunda ise
nesfatin-1 ve stres uygulamasi sonrasi, K grubdne §+N ve S+N gruplarinin
ve S grubuna gore ise yine K+N ve S+N gruplariman basinci deerlerinde
artis saptandi. Stres grubuna gére K+N ve S+N gruplarer ikisinde birden
kan basinci deerlerinin artgini, kan basincini arttiran faktérin nesfatin-1
uygulamasi oldgu yoniunde yorumlayabiliriz. Elde etimiz verilere dayanarak
nesfatin-1'in kronik periferik uygulamasinin, herarmal hem de kronik stres
olusturulmus sicanlarda kan basincini yikseltebifgoestyleyebilmekteyiz.

4. Kalp L-tipi Ca™? kanali alc alt birimi proteininin ekspresyonu acisindan K
grubuna goére S ve K+N gruplarinda bir @gaptanny fakat bu arty K grubuna
gore S+N grubunda istatistiksel agidan anlamlildizdnmgtir. Calsmamizda
elde edilmg olan bu veri sayesinde, kronik periferik nesfatinygulamasinin
kalp L-tipi Ca? kanali alc alt birimi proteininin ekspresyonunu arttguhi

gostermi bulunmaktayiz. Nesfatin-1'in kalp L-tipi Cakanalialc alt birimi
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proteininin ekspresyonunu arttirmasinin, nesfatim-kan basinci Gzerine olan
yukseltici etkisinin nedenlerinden biri olgunu diglinmekteyiz.

. Kontrol+Nesfatin ve S+N gruplarindaki sicanlarinagsha anjiyotensinojen
seviyelerinde S grubu sicanlarinkine gore ist&ssdi olarak anlamli bir azal
saptanmytir. Elde edilmg olan bu veriler nesfatin-1'in hipertansif etkisini
anjiyotensinojen aracil olarak gercekteediginin bir gostergesi olarak kabul
edilebilir.

. Kontrol grubu sicanlarinkine gére K+N ve S+N grubiganlarin, S grubu
sicanlarinkine gore yine K+N ve S+N grubu sicanlaplazma ACE2
seviyelerindeki argin istatistiksel acidan anlamh olglw tespit edilmgtir.
Sadece S grubu ile K grubu arasinda plazma ACE®eexi acisindan bir
farkhlik gozlenmemitir. Bu verilere dayanarak uygulagnoldugumuz kronik
hareketsizlik stresinin plazma ACE2 seviyesine bikisinin olmadgini
soyleyebiliriz. Kontrol ve S gruplarina gére K+N $&N gruplarindaki plazma
ACE2 seviyesindeki agin nedeni nesfatin-1 uygulamasi olabilir. Bu nedenl
nesfatin-1'in kronik stres kaoillarinda ACE2 yolgini aktifleyerek RAAS'nin
negatif kontroliniin gganmasinda bir goérevi olabilegiai disinmekteyiz.

. ACEZ2'nin susbstrati olan Angll plazma seviyelerikiasilastiriimasinda ise K
grubuna gore S ve S+N gruplarindaki plazma AnghNiysgerinin istatiksel
acidan anlamh olarak agtisaptannytir. Bu veri kronik hareketsizlik stresinin
plazma Angll seviyesini artirict yonde etki gostgni aciklamaktadir. Fakat
kontrol grubuna gére S+N grubundaki plazma AnglVigesindeki argin
nesfatin-1 uygulamasina #a olarak gerceklgp gerceklemedigi hakkinda
kesin bir yorum yapilamamaktadir. Cinkil K gruburisegK+N grubundaki
plazma Angll seviyesindeki agtanlamlilik tgimamaktadir. Stres grubuna gore
S+N grubunda plazma Angll seviyesinde meydana gelelamli olmayan
azalg, kronik stres kgullarinda arty gosteren plazma Angll seviyesinin kronik
periferik nesfatin-1 uygulamasinagbaolarak azaldiinin bir gostergesi olarak
kabul edilebilir. Bu 6ngérimuzi goéz 6éninde bulungumadde 8 ile 9 beraber
irdelenirse, Ozellikle kronik stres kallarinda hipertansiyon geiminde etkin
rol oynayacak olan Angll agina kagl kronik periferik nesfatin-1
uygulamasinin, RAAS’inde ACE2 ydlmi aktive ederek Angll’den Angl-7
dretimini arttirmasi ve bunun bir sonucu olarak wizodilatasyona neden

olabilecegini disinmekteyiz.
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8. Yapms oldugumuz calymada gruplar arasinda plazma aldosteron ve kortizol
seviyeleri kagilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli  bir farkhilik
gozlenmemytir. Elde edilen veriler kronik periferik nesfatin-uygulamasinin
sicanlarda plazma aldosteron ve kortizol seviyeierietkilemedgini
gostermektedir. Bu nedenle kronik periferik nesfdti uygulamasinin
hipertansif etkisinin olgmasinda aldosteron ve kortizol parametrelerinin
etkinliginin s6z konusu olmagini disinmekteyiz. Plazma aldosteron ve
kortizol seviyelerinin Angll artn ile uyumlu olarak artmasi gerekgiini g6z
onudnde bulundurursak, bu sonucun ayni zamanda ntagde7 icin belirtiimg
olan sonuglar ile uyumlu olgunu sdyleyebiliriz. Ayni zamanda elde edilen bu
veriler, plazma nesfatin-1'in kan basinci Uzeritenaarttirici etkisinin sempatik
sinir sistemi aktivasyonundan @gensiz bir sekilde gerceklgiginin bir
gOstergesi olarak kabul edilebilirler. Bu nedenée kalonik stres suresince kan
basincinin dizenlenmesi icin gercakle adaptasyonlar, ayni sirecte plazma
nesfatin-1 seviyesinin agtnin da gercekkgnesi nedeni ile koruyucu rollerini
kaybediyor olabilirler.

9. Yapms olduzgumuz calgmada plazma endotelin-1 seviyeleri agisindan grupla
arasinda anlamli bir farklga rastlanmamngtir. Elde edilm§ olan bu veri
uygulanan stres ve nesfatin-1'in plazma endotelsetiyesini etkilemedini,
ayni zamanda periferik nesfatin-1 uygulamasininetignsif etkinlginin
endotelin-1 aracili olarak gercekheedisinin bir gostergesi olarak kabul
edilebilir.

10.Yapms oldugumuz caljmada K grubuna gore S grubunda plazma eNOS
seviyesinin istatistiksel acidan anlamli olaraksark ve S gruplarina gére S+N
grubunda plazma eNOS seviyesinin istatistiksel atidnlamli olarak azali
saptanmygtir.  Stres grubunda K grubuna gore gozlenen plazeNOS
seviyesindeki ar§in, kronik stres adaptasyonunu goésteren bir soracalo
deserlendirmekteyiz. Kontrol ve stres gruplarina g&eN grubundaki eNOS
azalsl daha 6nceki calmalarda da gosterilmioldugu gibi periferik nesfatin-1
uygulamasinin bir sonucudur. Elde edilen bu verdegrultusunda literattri
destekler nitelikte, periferik nesfatin-1 uygulanmas hipertansif etkinfinin
sebeplerinden birinin eNOS baskilanmasinglibalarak gerceklgen periferik

vazokonstriksiyon oldgunu soyleyebiliriz.
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OZGECMIS

15 Aralik 1980 yilindaizmir Alsancak’ta diinyaya geldimilkokul egitimime
Denizli'de baglayarakizmirin Torball ilcesinde tamamladim. Daha sonrabBd’da
baslamis oldugum ortaokul @itimime Denizli'de devam ettim ve liseggéimimi de
Denizli’de tamamladim. 1998 yilinda Hacettepe Ursitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Bolumi’nde lisans @timime bgladim ve 2003 yilinda lisangi@mimi tamamladim.
Ayni yil Pamukkale Universitesi §ak Bilimleri Enstitiisii Biyofizik Anabilim
Dali'nda yuksek lisansggtimime bgladim ve 2006 yilinin Aralik ayinda yiksek lisans
egitimimi tamamladim. Yiksek lisansg@mim sirasinda 2005 yilinda bir sene
suresince Macaristan’iB8zegedlinde bulunanBiological Research Centdarafindan
dizenleneninternational Training Courseprogramina katildim ve ggimimi 2006
yilinda tamamladim. Ayni yil Avrupa Biginin vermg oldugu Marie Curie bursunu
alarakSzegedJniversitesi Fen Fakiiltesi Bitki Biyolojisi alamia doktora programina
basladim ve Biological Research Centda calsmalarima devam ettim. Buradaki
egitimime bir buguk sene devam ettikten sonra 200&y Subat ayinda Belgika
Hukimeti tarafindan verilen FWO Flanders-Walloon Organization-Research
Foundation Flandersbursunu alarakentUniversitesi Biyoteknoloji alaninda doktora
programina bdadim ve Belcika’ninGentilinde bulunanPlant Systems Biologadli
argtirma enstitisinde camalarima dokuz ay boyunca devam ettim. Daha sonra
ulkeme geri dondum, bir sene boyunca sinavlarargixg calsma imkani aradim. Son
olarak 2009 yilinda Pamukkale Universitesiglfa Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji
Anabilim Dalr’nda tG¢tinct doktoraggimime baladim. Halen, 148ubat 2012 yilinda
Dumlupinar Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Asiam Dalr’nda Gsretim Gorevlisi

olarak balamis oldugum gérevime devam etmekteyim.
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