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OZET

Amag: Apelin, pek ¢ok dokuda iiretilen ve anjiyogenez, apoptozis ve proliferasyon gibi
fizyolojik olaylarda rolii oldugu tespit edilen bir peptittir. Bu ¢alismanin amaci, apelinin
iskemi/reperfiizyona (I/R)’a bagli mide hasarina kars1 koruyucu etkisinde vagus sinirinin

ve kapsaisine duyarli duysal liflerin roliinii aragtirmaktir.

Yontem: 108 adet Wistar erkek sigan ile gerg¢eklestirilen ¢alisma; 1) Kontrol; 2) I/R; 3)
Vagotomi+I/R; 4) Kapsaisin+I/R; 5) Lorglumide+I/R; 6) Apelin+l/R; 7) Vagotomi+
Apelin+l/R; 8) Kapsaisin+Apelin+l/R ve 9) Lorglumide+Apelin+I/R gruplarindan
olusmaktadir. I/R hasari, ¢olyak arterin 30 dk kapatilmasi ve 3 saat reperfiizyonun
saglanmasiyla olusturulmustur. Apelin gruplarinda, apelin-13 (2 mg/kg, i.v.) I/R’nin
hemen o6ncesinde uygulanirken; vagotomi gruplarinda, vagotomi I/R’den 1 hafta 6nce;
kapsaisin gruplarinda, kapsaisin (125 mg/kg, s.c.) I/R’den 2 hafta 6nce ve lorglumide
gruplarinda lorglumide (5 mg/kg, i.p.) I/R’den 30 dk 6nce uygulanmistir. I/R’den sonra
midede mukozal kan akimi ve lezyon alanlari belirlenmistir. Mide ornekleri mukus,
MPO aktivitesi, LPO, TNF-a, PGE;, NO ve CGRP &lglimii i¢in kullanilirken; beyin sap1
ornekleri DMN ve NTS’de cfos ekspresyonu igin kullanilmustir.

Bulgular: I/R grubunda lezyon indeksi, MPO aktivitesi, LPO ve TNF-a artmis, mukozal
kan akimi, PGE;, NO, CGRP ve mukus azalmistir. Apelin, I/R hasarmin etkilerini
onlemis, DMN ve NTS’de cfos ekspresyonunu artirmistir. Vagotomi, kapsaisin ve
lorglumide apelinin I/R’ye kars1 koruyucu etkilerini biiyiik oranda ortadan kaldirmis ve

apelinin duysal n6ronlar tizerinden olan etkisinde CCK’nin rolii oldugu gosterilmistir.

Sonug: Apelin, I/R hasarina karsi mide mukozasini koruyucu etkisini lezyon indeksini,
MPO aktivitesini, LPO ve TNF-o miktarin1 azaltarak; mukozal kan akimini, CGRP, NO
ve PGE; miktarin1 arttirarak gostermektedir. Apelinin mide koruyucu etkisinde,

kapsaisine duyarli duysal néronlar ve n.vagus rol oynamaktadir.

Anahtar Kelimeler: apelin, n.vagus, kapsaisine duyarli duysal lifler, mide, I/R



ABSTRACT

Objective: Apelin is a peptide produced in many tissues and found to play a role in
physiological events such as angiogenesis, apoptosis and proliferation. The aim of this
study is to investigate the role of capsaicin sensitive afferent nerves and n. vagus in the

protective effect of apelin against ischemia/reperfusion (I/R) mediated gastric injury.

Method: The study with 108 Wistar male rats consisted of, 1) Control; 2) I/R; 3)
Vagotomy+I/R; 4) Capsaicin+I/R; 5) Lorglumide+I/R; 6) Apelin+l/R; 7)
Vagotomy+Apelin+I/R; 8) Capsaicin+Apelin+I/R and 9) Lorglumide+Apelin+I/R
groups. I/R injury in the gastric mucosa was induced by clamping celiac artery for 30
min and followed by to obtain reperfusion for 3 hours. While in the apelin-treated
groups, apelin-13 (2 mg/kg, i.v.) was administered immediately before I/R, in the
vagotomy-treated groups, vagotomy was performed 1 week before I/R; in the capsaicin-
treated groups, capsaicin (125 mg/kg, s.c.) was administrated 2 weeks before and in the
lorglumide-treated group, lorglumide (5 mg/kg, i.p.) was administered 30 min before
I/R. After the I/R, GMBF was measured and area of mucosal lesions were determined.
Gastric specimens were used to measure for mucus, MPO activity, LPO, TNF-a, PGE,,

NO and CGRP; brainstem samples were used for cfos expression in DMN and NTS.

Results: In the I/R group, lesion index, MPO activity, LPO, NO, TNF-o. and mucus
increased; mucosal blood flow, PGE, and CGRP were significantly decreased.
Pretreatment with apelin prevented the effects of I/R injury and increased cfos
expression in DMN and NTS. Vagotomy, capsaicin and lorglumide have largely
eliminated the protective effect of apelin against I/R injury and has been shown to have a

role of CCK in the effect of apelin through sensory neurons.

Conclusion: Apelin demonstrates the gastroprotective effects in I/R injury by
decreasing lesion index, MPO activity, LPO and TNF-a; increasing blood flow, CGRP,
NO, and PGE,. The capsaicin sensitive sensory nerves and n. vagus play roles in the

protective effect of apelin.

Key words: apelin, n.vagus, capsaicin-sensitive afferent nerves, gastric, I/R
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1. GIRIS

Mide mukozasi, fizyolojik islevlerin siirdiiriilebilmesi i¢in viicuda gerekli olan besinlerin
yani sira, ¢esitli zararli maddelere maruz kalan bir bolgedir. Etanol, nikotin, steroid
olmayan antiinflamatuar ilaglar (NSAID), Helikobakter pilori infeksiyonu, hiperozmolar
cozeltiler, safra tuzlari, stres ve iskemi/reperfiizyon (I/R)’a maruziyet gibi etkenler akut
mukozal hasara ve mide iilseri gelisimine neden olmaktadir. Mide mukozasi bu hasar
yapan faktorlere karsi biitlinliigiinii koruyabilmek icin ¢esitli fizyolojik mekanizmalar
gelistirmistir. Bu mekanizmalarda mukus ve bikarbonat (HCOj3') salgisi, mukozal kan
akimi, endojen prostaglandinler (PG), nitrik oksit (NO) ve hidrojen siilfiir (H,S) gibi gaz
mediyatorler 6nemli yer tutmaktadir. Son yillarda, istahin diizenlenmesinde gorevli olan
oreksin A, leptin, kolesistokinin (CCK), grelin ve apelin gibi peptitlerin bu
mekanizmalar1 diizenleyerek mide mukozasinda koruyucu rol oynadiklari gosterilmistir

(Tache, 2012; Izgut-Uysal ve ark., 2014; Birsen ve ark., 2017).

I/R hasari, beyin, kalp, bobrek ve bagirsak gibi organlarda yaygin gozlenen bir klinik
problemdir. Organ transplantasyonu, hemorajik sok, vaskiiler riiptiir, kanama ve cerrahi
islemler I/R hasarina neden olmaktadir. I/R’nin neden oldugu akut mide hasari, doku
kan akimindaki azalma, mikrodamarlardaki degisiklikler ve inflamatuar reaksiyon
sonucunda goézlenmektedir. Bu siiregte, mide mukozasindaki hasarlayic1 faktorler,
enterik sinir sistemi (ESS) igindeki duysal noronlar araciligiyla algilanabilmektedir.
Asitin geri diflizyonu ve inflamatuar sinyaller, vagal afferent duysal noronlarin
uyarilmasimi saglayarak otonomik mekanizmalarin aktivasyonuna neden olmaktadir
(Schuligoi ve ark., 1998; Michl ve ark., 2001; Danzer ve ark., 2004). Vagal afferent
lifler tarafindan alinan uyarilar, niikleus traktus solitarius (NTS) ve dorsal motor
niikleus (DMN)’ta diizenlenen vago-vagal refleksler ile mide mukozasiin korunmasini

saglayan degisikliklerin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir (Browning ve Travagli, 2010).

Apelin, pek ¢ok dokuda iiretilen ve son yillarda anjiyogenez, apoptozis ve proliferasyon
gibi fizyolojik ve patofizyolojik olaylarda rolii oldugu tespit edilen bir peptittir (Shin ve
ark., 2017). Yapilan ¢alismalarda, apelinin 6zellikle kan basincinin diizenlenmesi, stres

cevabi, enerji metabolizmasi ve sivi alimi gibi islevlerdeki diizenleyici etkileri {izerinde



durulmustur. Apelinin, gastrointestinal sistem (GIS)’de ekzokrin ve endokrin hiicrelerde
retildigi (Susaki ve ark., 2005; Wang ve ark., 2009), apelinin reseptorii olan
Anjiyotensin reseptor-benzeri  1’in (APJ) ekspresyonunun ise epitel, goblet,
enterokromafin-benzeri hiicreler (ECL) ve diiz kas hiicrelerinde, miyenterik ve
submukozal pleksustaki noronlarda bulundugu (Fournel ve ark., 2017) gosterilmis
olmasina karsin, apelin/APJ kompleksinin GIS’deki fonksiyonlart tam olarak
bilinmemektedir. Hipoksinin ve sitokinlerin GIS’de apelin ekspresyonunu artirdigi ve
apelinin de proliferasyonu uyarip; apoptozisi ve DNA hasarini1 baskiladigi bilinmektedir
(Antushevich ve ark., 2013). Bunun disinda ekzojen apelinin midede asit salgisin1 (Ohno
ve ark., 2012), duodenumda HCOj3" salgisin1 (Flemstrom ve ark., 2011) ve pankreasta

enzim salgisini uyardig gosterilmistir (Antushevich ve ark., 2016).

Apelinin bazi etkilerini vagal efferent cevaplar1 diizenleyerek gerceklestirdigi gesitli
calismalarda gosterilmistir. Nodoz gangliyonda reseptorii olan apelinin (O'Donnell ve
ark., 2012), mide ve kolon transitini baskilayici ve pankreas salgisini arttirict etkilerinde
APJ reseptoriiniin ve vagal efferentlerin gorev aldigi bilinmektedir (Antushevich ve ark.,
2016). Ayn1 zamanda periferik uygulanan apelinin, GIS’deki motor etkilerini CCK
araciligiyla vagal afferent noronlar iizerinden gosterdigi saptanmistir (Bulbul ve ark.,
2017). Mide mukozasinin korunma mekanizmalar1 ile ilgili yapmis oldugumuz
calismalarda, apelinin strese karsi mukozal kan akimini, PGE; ve NO iiretimini, vaskiiler
endotelyal biliyime faktori (VEGF)’niin ekspresyonunu arttirdign  ve lipid
peroksidasyonunu (LPO) baskiladig1 gosterilmistir (Izgut-Uysal ve ark., 2014; Birsen ve
ark., 2017). Apelinin GIS’deki bu koruyucu etkilerinin nasil ortaya ¢iktigi tam olarak
bilinmemekle birlikte, mevcut bilgiler, apelinin duysal noéronlar (CCK salgist ile
afferent ndronlar lizerindeki CCKA reseptdriiniin aktivasyonu) ya da APJ reseptorii
bulunan subfornikal organlar (Dai ve ark., 2013) araciligiyla vagal efferent noronlar
tizerinden bu etkileri gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Calismamiz, apelinin I/R
hasarina karsit mide mukozasii koruyucu etkisinde vagus sinirinin ve kapsaisine duyarli
duysal liflerin rollerini belirlemek ve ayrica apelinin etki mekanizmasinda CCK’nin

yerini gostermek amaciyla gerceklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mide Mukoza Bariyeri
Ust sindirim sistemi, 6zellikle mide ve anatomik komsular1 olan duodenum ve 6zofagus,
cesitli zararli etkilere maruz kalmalarma ragmen, hasar verici etkenlere karsi

gelistirdikleri koruyucu mekanizmalar nedeniyle benzersizdir.

Mide mukozasinin biitiinliigii, endojen ve ekzojen hasar yapici faktorler ile koruyucu
faktorler arasindaki denge sayesinde siirdiiriilmektedir (Boltin ve Niv, 2014). Ozel
koruma mekanizmalari, liimen igerigindeki pepsin ile beraber endojen hidroklorik asit
(HCI)’in yani sira alkol, sigara veya ilaclar gibi gesitli ekzojen faktorlere karsi da

savunmayi saglamaktadir.

Asit, pepsin ve safra asitleri endojen hasarlayic1 faktorlerdir. Pepsinojen olarak
isimlendirilen pepsin onciilii, esas hiicreler ve mide mukozasinin miikéz boyun hiicreleri
tarafindan tiretilir. Pepsinojenler elektroforetik olarak 7 adet izoenzime ayrilmaktadir.
Pepsinojen 1-5, grup I; pepsinojen 6 ve 7, grup Il olarak bilinmektedir. Asetilkolin
(ACh), gastrin ve CCK en etkili uyaricilaridir. Pepsinojenler, mide liimenindeki 1,6-3,5
pH araligindaki asit tarafindan ya da aktif pepsinler tarafindan pepsine
doniistiiriilmektedir. Pepsinler pH 5°te geriye doniisimlii olarak, pH 7°de ise
doniisiimsiiz olarak inaktif hale gelmektedir. Eger yiiksek miktarda asit ve pepsinojen
salgilanirsa, mukus tabakasi kademeli bir sekilde parcalanmakta ve H® iyonlarmin
varlig1 hiicrelerin yiizeyinde diisiik bir pH yaratarak hiicresel hasara yol agmaktadir
(Richardson, 1985). Hidrofobik deoksikolik asit gibi safra asitleri de sitotoksik ve epitel
doku hasarmna katki saglamaktadir (Chen ve ark., 2012; Jurgens ve ark., 2012). Mukoza
hasarina katki saglayan ekzojen faktorler arasinda NSAID’ler, sigara, alkol kullanim1 ve

emosyonel stres vardir.

Zararli etkenlere karst mideyi koruyucu faktorler, mukus tabakasi, yiizey epiteli ya da
mukozal damarlanma gibi farkli seviyelerde etkili olabilmektedir. Normal kosullarda
asit ya da pepsine maruziyet olmasina karsin, bu koruyucu faktorler sayesinde

gastrointestinal mukozanin yapisal biitiinliigli saglanmaktadir. Koruyucu faktorler



preepitelyal, epitelyal ve postepitelyal olmak {iizere ii¢ diizeyde incelenmektedir.
Preepitelyal diizey mukus-bikarbonat-fosfolipit bariyer olarak bilinmektedir (Laine ve
ark., 2008; Tarnawski ve ark., 2012). Epitelyal faktorler ikinci koruma mekanizmasini
olusturur Ki, biiyiime faktorleri, PG’ler ve survivin aracilii ile diizenlenen progenitor
hiicrelerin proliferasyonu bu diizeyde incelenmektedir (Tarnawski ve ark., 2012;
Tarnawski ve ark., 2013). Mukozal damarlar ile saglanan kesintisiz kan akim1 ve duysal
sinirler ise ii¢iincii savunma hattin1 olusturur (Laine ve ark., 2008; Tarnawski ve ark.,
2012; Tarnawski ve ark., 2013).

2.1.1. Mukus Tabakasi

Mukus-tampon-fosfolipit tabakasi, epitelin yiizeyinde ilk koruma basamagini olusturur.
Yiizey mukusu, yiizey epitel ve kript hiicrelerinin salgi graniilleri igerisinde 6nceden
olusturulmus hiicre i¢i mukus ile dinamik bir denge ig¢indedir ve ‘mukus bariyer’ini
olusturur. Bu tabakanin en oOnemli bilesenleri, miisin olarak bilinen mukus
glikoproteinleri, siirfaktan fosfolipitleri, trefoil faktor (TFF) ailesi peptitleri ve
bikarbonat tamponudur (Boltin ve Niv, 2014).

Mukus Jel

Mukus, tim GIS boyunca salgilanarak siki ve yapigkan bir fiziksel bariyer
olusturmaktadir. Midede yiizey epitel hiicreleri ile limende bulunan asit, pepsin,
mikroorganizma, toksin gibi zararli etkenleri birbirinden ayirmaktadir. Mukus tabakasi,
ylizey epitel hiicrelerinin apikal kismindan salgilanan mukus graniilleri araciligi ile
olusturulur ve %5°1 miisin gen iirlinleri iken, %95°1 sudur. Miisin {initeleri, jellesme i¢in
gerekli olan biiyiik miisin multimerlerini olusturmak iizere polimerize olur (Jordan ve
ark., 1998; Atuma ve ark., 2001). Mukusun etkinligi, jel yapisina ve kalinligina baglidir
(Allen ve Flemstrom, 2005). insan genomunda en az 21 miisin geni kodlanmistir.
Miisinlerin bir kismi membrana bagli olarak bulunurken, bir kismi liimene sekrete
edilmektedir. Midede bulunan miisinler; MUC 1 (membrana bagli), MUC5A ve MUC6
(salgilanan)’dir. MUC5AC ve MUC6, mukus tabakasimin katmanlarindaki gastrik musin
gen lrilinleridir ve bu miisinler ile olusturulan jel tabakasi stabildir ve asitin ylizey
notralizasyonunu saglayan tamponlar igerir (Ho ve ark., 2004). Boylece limendeki

pepsin molekiillerinin epitelin alt kisimlarina ulasmasini engeller. Ayrica gastrik miisin



molekiilleri yapisal olarak yag asitlerine baglidir ki bu durum, onlarin daha hidrofobik
olmalarin1 saglayarak H* iyonlarmimn geri difiizyonunu yavaslatir. Liimendeki zararl
ajanlara karst mukus tabakasimnin kalinliginin arttirllmast normal bir koruma
mekanizmasidir. Bu durum, mikroorganizmalarin epitel altindaki bolgeye gecisini
engelledigi gibi bikarbonat iyonlari ile birlikte yiizey epitelinde neredeyse nétral pH’a

sahip bir ¢evre olusturulmasina katki saglamaktadir.

Fosfolipitler

Lipitler mide mukusunun kuru agirliginin %25'ini olusturur ve nétral lipitleri,
glikolipitleri ve fosfolipitleri icerir (Slomiany ve ark., 1985). Liiminal yiizey {izerinde
hidrofobik bir 06zellik saglayan siirfaktan fosfolipitler, hidrojen iyonunun geri
difizyonunu yavaglatir (Lichtenberger, 1999). Fosfolipitler, mukus tabakasinin
viskozitesini ve gegirgenligini onemli Olglide arttirir. Aspirin ve safra tuzlari gibi
tilserojenik maddeler mukus jelini ve fosfolipit tabakasini bozarak mukoza hasarina yol
acmaktadir. Helikobakter pilori, miisin-lipit agin1 proteoliz ve lipoliz ile bozarak gastrit,
gastrik ilser ve duodenal {ilser gibi ¢esitli hastaliklara neden olabilir (Sarosiek ve ark.,
1991a; Sarosiek ve ark., 1991b).

Bikarbonat Tamponu

Mide liimenine salgilanan her bir H" iyonuna karsilik paryetal hiicreler, HCI asit ile
beraber es zamanli olarak intertisyel araliga ve kan damarlarina HCO3™ salgilayarak
‘alkali akig’in1 saglamakta (Allen ve Flemstrom, 2005; Tarnawski ve ark., 2013) ve
plazmanin tamponlanmasina katkida bulunmaktadir (Niv ve Fraser, 2002). Ayrica,
apikal kisimda bulunan CI/HCOj degistirici protein araciligiyla limene de HCOj3
salgis1 gergeklesmektedir. Bikarbonatin mukus jel tabakasinda bulunmasinin nedeni, asit
ve pepsinin notralizasyonudur (Allen ve Flemstrom, 2005; Nassini ve ark., 2010).
HCOj3', olduk¢a asidik olan liiminal yiizeyden nétral epitel ylizeyine dogru bir pH
gradiyenti saglayarak, mukus-tampon bariyerini olusturmaktadir (Allen ve Flemstrom,
2005). Hidrofobik fosfolipitler ile beraber, ilk savunma hatt1 olarak gorev yapmaktadir
(Allen ve Flemstrom, 2005). Ozellikle PGE,, hiicre i¢i kalsiyum (Ca™®) ve siklik
adenozin monofosfat (AMP) miktarini arttirarak bikarbonat sekresyonunu uyarmaktadir

(Palileo ve Kaunitz, 2011; Takeuchi ve ark., 2011). Ayrica, kortikotropin-salgilatici



faktor (CRF), melatonin, uroguanilin ve oreksin-A da bikarbonat sekresyonunu
arttirmaktadir (Niv ve ark., 2002; Boltin ve Niv, 2014).

Trefoil Faktor Ailesi (TFF) Peptitleri

TFF peptitleri, midede miisin molekiilleri ile birlikte salgilanan ve mukus tabakasinda
bulunabilen proteazlara kars1 direngli kiigiik (7-12 kDa) peptitlerdir. TFF1, mide epitel
hiicrelerinden MUCS5AC miisini ile; TFF2, mide ve duodenum bezlerinden MUC6
miisini ile ve TFF3, goblet hiicrelerinden MUC2 miisini ile birlikte salgilanir (Allen ve
Flemstrom, 2005). Ozellikle miisin salg1 vezikiillerinde bulunan bu peptitler, miisinlerin
hiicre iginde olusumunun ve paketlenmesinin diizenlenmesinde goérev almaktadir
(Newton ve ark., 2000; Thim ve ark., 2002). Mukozal hasar sonrasi hiicre dis1 sinyalle
diizenlenen kinaz/mitojen ile aktive olan protein kinaz (ERK/MAPK) ve niikleer faktor
kappa B (NF-B) gibi hiicre igi sinyal yolaklarinin aktivasyonunu saglayarak epitelin
tamirinde olduk¢a 6nemli rol oynadiklar diistiniilmektedir (Palileo ve Kaunitz, 2011).
Ayrica, timor baskilayici, anti-apoptotik ve antiinflamatuar 6zellikleri de gosterilmistir
(Boltin ve Niv, 2014). TFF2, mukus tabakasi vizkozitesini ve jel aginin stabilitesini
arttirmaktadir (Thim ve ark., 2002).

2.1.2. Yiizey Epitel Hiicreleri

Mukozal korunmanin ikinci basamagini yiizey epitel hiicreleri olusturmaktadir. Epitel
hiicrelerinin yiizeyi hidrofobiktir; asiti ve suda ¢6ziinen zararli ajanlar1 ylizeylerinde
bulundurduklar1 fosfolipitler sayesinde iterler (Lichtenberger, 1999). Birbirlerine siki
baglanti proteinleri ile baghdir ve segici olarak gegirgen olmakla birlikte asitin ve

pepsinin geri difiizyonuna izin vermemektedir (Allen ve Flemstrom, 2005).

Epitel hiicreleri fiziksel bir bariyer olusturmalarmin yani sira mukusu, bikarbonati,
PG’leri, 1s1 sok proteinlerini (HSP), TFF peptitlerini, antimikrobiyal katelisidinleri ve B-
defensinleri  sentezleyerek  mukozal = homeostazisin  saglanmasma  katkida

bulunmaktadirlar (Laine ve ark., 2008; Tarnawski ve ark., 2013).

Sicaklik, stres veya sitotoksik ajanlar mide epitel hiicrelerinde HSP salgisini
uyarmaktadir (Tsukimi ve Okabe, 2001). HSP’ler protein denatiirasyonunu engellemekte

ve sicaklik artis1 sirasinda permeabiliteyi arttirarak hiicrelerin hasardan korunmasini



saglamaktadir (Suemasu ve ark., 2009). TFF peptitleri ise, hasar sonrasi1 mukozal
yenilenmeyi diizenlerken (Aihara ve ark., 2017); katelisidinler ve p-defensinler katyonik
peptitlerdir ve bakteri kolonizasyonunu engelleyerek mukoza yiizeyinin korunmasinda
rol oynamaktadirlar (Bauer ve ark., 2013). Ayrica, bu peptitlerin mide iilseri iyilesmesini

hizlandirdig: gosterilmistir (Yang ve ark., 2006).

Hiicreler arasindaki siki baglantilarin yapilanmasi ve yilizey epitel hiicrelerinin
rejenerasyonu (proliferasyon) hasar sonrasi mukozal biitiinliigiin yeniden saglanmasi
icin kritik 6neme sahiptir (Saenz ve Mills, 2018). Hasar sonucunda agikta kalan bazal
laminanin kapatilmasina yonelik olarak gastrik pit hiicrelerinin gogiiniin birka¢ dakika
icinde gergeklestigi etanol ile olusturulan akut hasar modelinde deney hayvanlarinda
gosterilmistir (Lacy ve Ito, 1984). Progenitor hiicreler, mide pitleri ile mide bezlerinin
arasinda bulunmaktadir ve migrasyona ek olarak proliferasyon o6zellikleri vardir.
Progenitor hiicreler epitel yiizeyine go¢ ederken, farklilasmaya da ugramaktadirlar.

Epitelin tamamen yenilenmesi 3-7 giin arasinda siirmektedir (Radi ve ark., 2013).

Yiizey epitel hiicrelerinin proliferasyon ve rejenerasyonlari, epitel hiicreleri tarafindan
salgilanan faktorler ile diizenlenmektedir. PG’ler bolgesel olarak olusturduklart
koruyucu etkileri diginda proliferatif etki de gostermektedir. PG uygulanan siganlarda
mide epitelinde rejenerasyonun ¢ok daha hizli oldugu gosterilmistir (Reinhart ve ark.,
1983). Mide epitelindeki progenitér hiicrelerde bulunan epidermal biiylime faktori
reseptoric (EGFR) (Tarnawski ve ark., 1992) araciligi ile PGE, ve gastrin, hiicre
yenilenmesini ve mukozal tamiri uyaran MAPK yolagimi aktive etmektedir (Pai ve ark.,
2002; Radi ve ark., 2013).

2.1.3. Endotel Bariyeri

Kapillerler ve toplayici veniiller, bazal membranin {izerine tek sira halinde yerlesmis
endotel hiicre tabakasindan olusmaktadir. Endotel hiicrelerinin arasindaki siki baglanti
proteinleri sadece oksijen, karbondioksit (CO;) ve besin maddelerinin gegisine izin
veren bir bariyer niteligindedir. Ayn1 zamanda endotel hiicreleri metabolik olarak aktif
bir organ gibi davranarak koagiilasyonda ve prostanoidler, hormonlar ve biiylime
faktorlerinin iiretiminde de rol oynamaktadir (Tarnawski ve ark., 2012). Midede endotel
hiicrelerinin karakteristik 6zelligi fenestralara ve bariyerden maddelerin tasinmasinda rol
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oynayan pinositotik vezikiillere sahip olmasidir. Ayrica, endotel hiicrelerinde von
Willebrand faktorii, P-selektin, kimokinler, interlokin-8, endotelin-8 ve anjiopoietin-2
iceren Weibel-Palade cisimcikleri olarak isimlendirilen vezikiiller vardir (Bonfanti ve

ark., 1989; Tarnawski ve ark., 2012).

Endotel hiicreleri, mide mukozasini 1okotrien C4, tromboksan A, ve endotelin gibi
mukozada hasar yapici aktiviteye sahip vazokonstriktér maddelere kars1 koruyan NO ve
prostasiklin (PGl,) gibi vazodilatér maddeleri salgilamaktadir (Tarnawski ve ark., 2005;
Tarnawski ve ark., 2012). Ayrica PGE,, karbon monoksit (CO), doku plazminojen
aktivatori (t-PA), VEGF ve bFGF endotel hiicrelerinin koruyucu etkilerine katkida
bulunmaktadir. Bu mediyatorlerin koruyucu etkileri trombositlerin ve 16kositlerin
adezyonunu azaltmak, trombolizi uyarmak, doku perfiizyonunun sirekliligini

saglamaktir (Tarnawski ve ark., 2012).

Midede iilseratif hasarlanma sirasinda, mikrodamarlar da dahil olmak iizere tiim
mukozal bilesenler tahribata ugramaktadir. Derin mukozal lezyonlarin iyilesebilmesi
icin; yiizey epitelin, salg1 bezlerinin ve lamina proprianin ve mukozal mikrovaskiiler
yapilanmanin yeniden olusturulmas: gerekmektedir (Tarnawski, 2005). Son asamada ise
anjiyogenez ile yara bolgesinde bulunan mikrovaskiiler endotel hiicreleri, gé¢ ederek

prolifere olmakta ve yeni damar agini olusturmaktadir (Ahluwalia ve ark., 2016).

2.1.4. Mukozal Kan Akimi

Mikrodamarlar ile saglanan kesintisiz kan akimi, diger dokularda da oldugu gibi GIS’in
yapisal biitiinliigiiniin ve fonksiyonunun devamlilig1 i¢in oldukc¢a kritik 6neme sahiptir
(Tarnawski ve ark., 2012). Mikrodolasim, oksijen ve besinlerin tiim doku ve hiicrelere
ulastirilmasini saglarken, toksik metabolitlerin ise uzaklastirilmasina aracilik eder. Mide
mukozast boyunca lamina propriyada c¢ok yogun bir kapiller ag bulunmaktadir.
Submukozal arterlerden kdken alan kapiller mikrodamarlar mide bezlerine yakin olarak
yukart dogru uzanir ve en u¢ noktadaki yiizey mukus hiicrelerinin altinda bulunan
toplayici veniiller ile birlesmektedirler. Toplayici veniiller ise kan1 submukozal venlere
tagimaktadir. Mide mukozasinin c¢esitli etkenler ile hasara ugratilmasi sonrasinda
tetiklenen en Onemli savunma mekanizmasi, hizli bir sekilde mukozal kan akiminin
arttirtlmasidir.  Ortamdaki zararli ajanin uzaklastirnllmasimi  saglayan bu cevap,
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mukozanin daha fazla zarar gormesinin engellenmesi icin olduk¢a Onemlidir. Bu
hiperemik yanita, kapsaisine-duyarli ekstrinsik duysal sinir liflerinin (EPAN) uyarilmasi
sonucunda salgilanan kalsitonin gen iliskili peptit (CGRP) ve substans P (SP) aracilik
etmektedir (Abdel-Salam ve ark., 1999). CGRP, endotelde NO iiretimini uyararak
submukozal damarlarin vazodilatasyonuna ve sonugta da kanlanmanin artisina sebep
olmaktadir. Yiiksek doz kapsaisin uygulamasi ile duysal ndronlarin denervasyonunun ya
da NO iiretiminin baskilanmasinin, hiperemik cevabi azalttigi ve mide mukozasindaki
hasar1 arttirdigi  bilinmektedir (Magierowski ve ark., 2014). Bunlarin disinda
siklooksijenaz-1 ve 2 (COX-1 ve COX-2) enzimleri tarafindan iiretilen PG’lerin ve gaz
mediyatorlerinin de kan akimim giliglendirici etkileri ortaya konulmustur (Takeuchi ve

ark., 2010; Wallace ve ark., 2017).

2.1.5. Gaz Mediyatorler

Mide mukozasinin korunmasinda goérevli tim mekanizmalarda rol oynayan gaz
mediyatorlerinden en fazla galisilant NO’dur. NO, endotel aracili gevsetici bir faktor
olarak bilinmektedir (Moncada ve ark., 1991). GI sistemde NO iiretimi pek ¢ok hiicre
tipinde vardir ve NO iretiminden sorumlu enzimler: Nitrik oksit sentaz (NOS)-1
(ndronal-nNOS), NOS-2 (indiiklenen-iNOS) ve NOS-3 (endotelyal-eNOS)’tiir. NOS-1
ve 3 ekspresyonlari hiicrelerde normal kosullarda gergeklesir, ancak NOS-2 inflamasyon
durumunda tetiklenmektedir (Moncada ve ark., 1991). Diisiik miktarda NO {iretiminden
NNOS ve eNOS, yiiksek miktarda NO iiretiminden iNOS sorumludur. Sitokinler,
biiylime faktorleri ve inflamasyon iNOS’un aktivitesini ve ekspresyonunu
diizenlemektedir. Dolayisiyla baglica makrofajlarda yiiksek miktarda {iretilen ve
oksidatif strese neden olan NO’nun sepsis gibi inflamatuar siireglerdeki negatif
etkilerinden iNOS sorumludur (Czekaj ve ark., 2016; Kumar ve ark., 2017).

H.S, gegmiste toksik bir gaz olarak bilinirken, ozellikle sinir sistemi ve dolagim
sisteminde fizyolojik rollerinin oldugu gosterilmistir (Kimura, 2011). Diger bir gaz
mediyator olan CO, hemoksijenaz-1 (HO-1; indiiklenebilir), HO-2 (temel enzim) ve
HO-3 enzimleri aracilig1 ile hem molekiiliinden olugsmaktadir. HSP-32 proteini olarak da
bilinen HO-1, bazal diizeyde GI sistemde epitel hiicreleri, mononiikleer hiicreler, endotel

hiicreleri ve diiz kas hiicreleri gibi c¢esitli hiicrelerde bulunmaktadir ve oksidatif stres,



ultraviyole A radyasyonu, bakteriyal lipopolisakkaritler (LPS), agir metaller, NO ve
proinflamatuar sitokinler gibi ¢esitli stres kosullar ile miktar1 artabilmektedir (Chang ve
ark., 2015; Magierowska ve ark., 2018). Hiicre homeostazisinin saglanmasinda HO-1’in
uyarilmasi, adaptif bir mekanizma olarak diisliniilmektedir. En yiiksek ekspresyonu
beyin ve testiste olan HO-2 ise GI sistemde baslica diiz kas membran potansiyelinin

diizenlenmesinde ve néromodiilasyonda gorevlidir (Gibbons ve ark., 2013).

Yapilan ¢alismalarda NO, H,S ya da CO salgilayan kimyasallarin veya farmakolojik
donorlerinin kullaniminin NSAID, etanol, soguk stresi ya da I/R ile olusturulan akut
hasara karst mideyi hem korudugu hem de hasar sonrasi iyilesme siirecini hizlandirdigi
gosterilmistir (Magierowski ve ark., 2016a; Magierowski ve ark., 2017; Magierowski ve
ark., 2018a; Magierowski ve ark., 2018b).

Gastrointestinal sistemde zararli etkilerin varliginda kan akimmin siirekliligi ve
diizenlenmesi, mukozal korunmanin saglanmasinda kritik bir basamaktir. Midede asit
geri difiizyonuna karsi mukozayr korumaya yonelik gelisen hiperemik cevapta, gaz
mediyatorler onemli yer tutmaktadir. Hiperemik cevaptan sorumlu mekanizma, duysal
sinirlerin asit ile uyarilmasi, bu néronlarin ortama CGRP salgilamas1 ve CGRP’nin de
NO firetimini tetiklemesidir (Lippe ve Holzer, 1992). CGRP’nin kan akimini artirici
etkisinin NO aracili oldugu, NOS inhibitoriiniin kullanilmasi sonucunda bu etkinin
ortadan kalkmasiyla gosterilmistir. Ayn1 sekilde CO ve H,S’in de NSAID veya etanol
gibi zararli ajanlara karsi korunmada doku perfiizyonunu NO gibi soluble guanilat
siklaz/siklik guanozin monofosfat (SGC/cGMP) yolagi iizerinden arttirdiklari
gozlenmistir (Fiorucci ve ark., 2005; Magierowska ve ark., 2015; Magierowski ve ark.,
2016Db). Son yillarda yapilan bir calismada H,S’in vazodilator etkisinde duysal liflerin ve
CGRP’nin rol oynadig1 gosterilmistir (Magierowski ve ark., 2018a).

NO, CO ve H,S’in, mukozal kan akimimi arttirici etkileri disinda, damar sisteminin
devamliliginin  saglanmasinda Onemli bir yeri olan 16kosit adezyonunun
engellenmesinde de diizenleyici rolleri vardir. NO sentezinin inhibisyonu, lokosit
kemotaksisini anlamli sekilde arttirmaktadir. NO’nun bu etkisini, notrofiller tizerindeki
B-2 adezyon molekiillerinin ve endotel {iizerindeki P-selektin proteinlerinin
ekspresyonlarini inhibe ederek gosterdigi ortaya konulmustur (Thom ve ark., 1994). NO,
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akut inflamasyon durumunda nétrofillerin kemotaksisini ve adezyonlarini inhibe eder,
kronik inflamasyon durumunda da iNOS aracili NO, vaskiiler permeabiliteyi ve
anjiyogenezi diizenlemektedir (Sieber ve ark., 2001; Kumar ve ark., 2017). Ayn1 sekilde
CO ve H,S’in de 16kositlerin endotele adezyonunu engelledigi bilinmektedir (Zanardo
ve ark., 2006; Urquhart ve ark., 2007).

Gaz mediyatorler, mukus ve bikarbonat sekresyonu iizerinde de uyarici etkiler
gostererek mukozal bariyere katki saglarlar (Takeuchi ve ark., 2011; Costa ve ark.,
2013; Motta ve ark., 2015).

2.1.6. Prostaglandinler

PG’ler, mide ve duodenumda COX enzimleri tarafindan arasidonik asit metabolizmasi
sirasinda lretilen ve toksik ajan, stres ve NSAID gibi ¢esitli faktorlere karst mukozal
biitiinligiin devamliliginin saglanmasinda gorevli mediyatorlerden biridir (Takeuchi,
2014). COX enziminin COX-1 ve COX-2 olmak iizere iki izoformu vardir. Temel
izoform olan COX-1, mide mukozasinin biitiinligiiniin devamliliginin saglanmasinda,
zararli ajanlara karst midenin adaptasyon mekanizmalarinda ve kronik iilserlerin
iyilesme siireclerinde gorevliyken; indiiklenen izoform olan COX-2, inflamatuar
kosullarda rol oynar (Brzozowski ve ark., 1999b; Brzozowski ve ark., 2005). COX-1
tarafindan tretilen PG’lerin aksine, COX-2 tarafindan uretilen fazla miktarda PG’lerin
mide mukozasinda inflamatuar reaksiyonlar1 arttirdigina inanilmaktadir (Czekaj ve ark.,
2016). Her ne kadar COX-2 aracili PG’lerin inflamatuar hiicrelerin ¢agirilmasi, vaskiiler
permeabilitenin arttirilmasi ve dolayisiyla 6deme ve agriya neden olmalar1 gibi zararh
etkileri gosterilmis olsa da, hem COX-1 hem de COX-2 inhibitorlerinin gastrik hasari
arttirdigi ve mukozal kan akimini azalttigi goézlenmistir (Brzozowski ve ark., 2001a;
Czekaj ve ark., 2016).

Dort tip reseptorii olan PG’ler, midede asit ve mukus-bikarbonat salgisini, mukozal kan
akimin1 ve motiliteyi diizenlemektedir. PGE,, iki yoldan asit salgisin1 inhibe etmektedir.
Hem paryetal hiicrelerden asit salgisin1 hem de enterokromaffin-benzeri hiicrelerden
(ECL) histamin salgisin1 EP3 reseptorii araciligi ile baskilamaktadir (Kato ve ark.,
2005). PGE,, mukus ve bikarbonat salgisini EP4 ve EP1 reseptorleri araciligi ile
arttirmaktadir (Takeuchi ve ark., 1999). Indometazin gibi COX enzim inhibitdrii olan
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NSAID’lerin kullaniminin midede hipermotiliteye ve mikrodolasimda bozulmalara
neden oldugu bilinmektedir. EP2, EP3 ve EP4 reseptor agonistlerinin bu bozulmalari

diizelterek kan akimini arttirdigi gosterilmistir (Ohno ve ark., 1999).

PG’ler, yiizey aktif fosfolipitlerin miktarin1 arttirmakta, epitelin tamirini ve mukozal
iyilesmeyi uyarmaktadir. Bunlarin yam1 sira, mast hiicrelerinin ve l6kositlerin
aktivasyonunu, endotele 16kosit ve trombosit adezyonunu, serbest radikal olusumunu ve
mikrovaskiiler iskemiyi engellerler (Hogaboam ve ark., 1993; Armstrong, 1995; Suzuki
ve ark., 2001). PG’ler ayrica duysal liflerin duyarliligini arttirarak CGRP salgisina katki
saglamaktadirlar (Luo ve ark., 2013).

Gastrin, tirotropin salgilatict hormon (TRH), CCK, &strojen, CGRP, gastrin salgilatici
peptit (GRP), leptin ve grelin gibi ndropeptit ve hormonlarin, hasara karsi PG’lerin
salgilanmasini, duysal sinirlerin aktivasyonunu ve mukozal tamir ve iyilesme
mekanizmalarim1  tetikleyerek koruyucu etki gosterdikleri ortaya konulmustur
(Brzozowski ve ark., 2006; Tache, 2012). PG’ler, 0zellikle noéronal koruma
mekanizmalarinin bozuldugu durumlarda, gastrik mukozal biitlinliigiin siirdiiriilmesinde

onemli bir rol oynamaktadir (Dajani ve ark., 2003).

2.1.7. Mukozal Hasar Sonucu Tetiklenen Stres Proteinleri

Is1 sok proteinleri, pek cok dokuda bulunan, 1s1 gibi ¢esitli stres faktorlerine karsi
hiicreleri koruyan, fizyolojik fonksiyonlari, proteinlerin katlanmalarini ve trafiklerini
diizenlemek amaciyla saperonlar olarak gorev yapan bilyiik bir protein ailesidir. Mukoza
icin zararl etkilere bagl olarak yapimi artan matriks metalloproteinazlar (MMP),
survivin, leptin, anneksin ve HO gibi stres proteinleri mukozal hasari tamir ederler Ki, bu

proteinlerin miktar1 ile mukozanin korunmasi paraleldir (Palileo ve Kaunitz, 2011).

Peptik iilserlerin hem patogenezinde hem de iyilesmesinde rol oynayan MMP’ler, hiicre
dig1 matriksin bozunmasimni saglayan c¢inko-bagimli endopeptitazlardir ve matriksin
yeniden diizenlenmesinde, yara iyilesmesinde rol oynayan baslica etkenlerden biridir
(Visse ve Nagase, 2003). Midede fibroblast, epitel ve inflamatuar hiicreler gibi gesitli
hiicre tiplerinden ortama salgilanmaktadirlar (Shahin ve ark., 2001; Li ve ark., 2013).

12



Anneksin-1, anneksin protein ailesinin bir iiyesidir ve miyofibroblastlarda, diiz kas
hiicrelerinde, 16kositlerde, mast hiicrelerinde ve T hiicrelerinde bulunan formil-peptit
reseptorlerine baglanmaktadir (Chiang ve ark., 2006). Hiicre ve doku hasarina cevaben
aktive olan anneksin-1, immiin cevaplarda modiilator olarak gorev almaktadir (Martin ve
ark., 2008; Facio ve ark., 2011). Saglikli mide mukozasinda da bulunan anneksin-1’in
miktart, Gilser gelisimi ile artmaktadir. Anneksin-1 antiinflamatuar etkilerini nétrofillerin
adezyonunu ve migrasyonunu engelleyerek, polimorfoniikleer hiicrelerin apoptozunu
hizlandirarak ve fosfolipaz A, (PLA,) aktivitesini azaltarak gostermektedir (Lim ve ark.,
1998; Gavins ve ark., 2003; Solito ve ark., 2003).

Survivin, embriyonik ve fetal gelisimde, karsinogenezde ve doku rejenerasyonunda
gorevli 6nemli bir proteindir. Ayrica epitel hiicrelerinin biitiinliigiiniin saglanmasi ve
mukozal tamir mekanizmalariin tetiklenmesinde de rol almaktadir. Mide progenitor
hiicrelerinde iiretilen 16,5 kDa’luk apoptozu baskilayan ve mitozu uyaran bir proteindir
(Chiou ve ark., 2005). Kaspaz-3 ve 7’ye baglanarak apoptozu baskilamaktadir. Bu
proteinin tretim/yikim dengesini ubiquitin/proteozom yolagi belirlemektedir (Chiou ve
Mandayam, 2007). Yapilan ¢alismalarda survivinin etanolle olusturulan hasara karsi
mide epitel hiicrelerini korudugu ve survivinin protein ekspresyonunun baskilanmasinin

etanol aracili sitotoksiteyi ve apoptozu arttirdigi tespit edilmistir (Jones ve ark., 2008).

2.1.8. Duysal Sinirler

Gastrointestinal sistemin gorevi sadece besinlerin alimi ve sindirimi degil, ayn1 zamanda
zararli ya da viicuda yararsiz maddelerin elimine edilmesidir. Bu gorevlerin yerine
getirilebilmesi ancak liimen igeriginin molekiiler olarak analiz edilebilmesi ile miimkiin
olabilmektedir (Grundy, 2002; Holzer, 2006). Sindirim sistemi, liimendeki icerigi
devamli olarak izlemeye yardimci olan sinirsel bir gozetleme agina sahiptir (Holzer,
2002). Bu sinirsel ag, ESS pleksuslarinda bulunan intrinsik duysal néronlardan (IPAN)
ve vagal ve spinal afferent néronlar olarak ikiye ayrilan EPAN’lardan olusur. Duysal
noronlar mukozadaki endokrin ve immiin hiicreler ile yakin iletisim ve modalite
ozellikleri sayesinde liimen, intertisyel aralik, damar ve kas i¢indeki kimyasal ve fiziksel
degisiklikler ile uyarilabilmektedirler (Gebhart, 2000; Grundy, 2002).
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Duysal noronlar ¢esitli durumlara karsi farkli mekanizmalar ile gastrointestinal sistemin
homeostazisinin korunmasma katki saglamaktadir. Bunlar; agrimin algilanmasi,
otonomik reflekslerin tetiklenmesi, noroendokrin cevaplarin uyarilmas: ve hasar

bolgesinde koruyucu doku reaksiyonlarinin baslatilmasidir (Holzer, 2006).

Nodoz/jugular ganglion Duysal girdi
SSS projeksiyonlarn: Sindirim {iriinleri
Beyin sap1-NTS Mekanik gerim
Termal uyaranlar
Fonksiyonlar: Kimyasal uyaranlar
Nodoz/ Tokluk Zararh uyaranlar
jugular Bulant Endokrin mediyatorler

Immiin mediyatorler
Doku hasar1
Mikrobiyal tiriinler

Beyin sapi refleksleri
Bagirsak homeostazisi

ganglion

DRGlar SSS projeksiyonlarn:

Hicbiri
Dorsal kok ganglivonu FonKsiyonlar:
SSS projeksiyonlarn: Sindirim
Lumbar Omurilik-dorsal boynuz Peristaltik hareketler
Kan akim
FonKsiyonlar: Stv1 transportu

Visseral agn Sekresyon
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Norojenik inflamasyon E I g

Sakral

o
— ® = R o
s § i35 2%, Ei:
s = ] 5 E£E 2 a
: 3z 5% S e T2 R
2 £32 22 2 Ex -8
®® 5 £ 3
3 A @
3

Sekil 2.1. Gastrointestinal sistemi innerve eden ekstrinsik duysal noronlarin farkli fonsiyonlar
diizenlemesi. IPAN, intrinsik primer duysal noron; DRG, dorsal kok gangliyonu; SSS, santral sinir
sistemi; NTS, niikleus traktus solitarius (Lai ve ark., 2017).

GIS, periferik organlar arasinda en yogun innervasyonu olan boliimdiir. IPAN’lar,
GIS’in uzunlugu boyunca iki ayri sinir aginda bulunmaktadir (Sekil 2.1) (Furness ve
Costa, 1980). Miyenterik pleksus, longitudinal ve sirkiiler kas tabakalari arasinda;
submukozal pleksus, GIS’in submukoza kisminda bulunmaktadir. Miyenterik ve
submukozal pleksuslar hem birbirleri ile iligski halinde, hem de sindirim sisteminin tiim
tabakalarma (muskularis eksterna, submukoza, epitel) uzanmaktadir. IPAN’lar,
internoronlar ve motor ndronlar ile kompleks sinir aglari olusturarak sindirim
fonksiyonunun her asamasmi diizenlemektedirler (Furness ve ark., 2014). IPAN’lar
tarafindan olusturulan lokal refleksler ile kas hareketleri, salg1 fonksiyonu ve kan akimi

diizenlenmektedir.

Ekstrinsik  duysal noronlar, dorsal kok gangliyonu (DRG) ve nodoz/jugular

gangliyonlarda hiicre govdeleri olan spinal ve wvagal duysal afferent liflerden
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olusmaktadir (Sawchenko, 1983). Spinal afferentler, medulla spinalisin dorsal
boynuzunda sonlanirken, vagal afferentler beyin sapindaki NTS’ta sonlanmaktadir. Her
iki ekstrinsik duysal lif de muskiiler ve mukozal tabakalar1 innerve etmektedir. Spinal
afferentler, agri, termal ve mekanik visseral duyular1 ve zararli uyaranlar1 algilarken;
vagal afferent noronlar, daha ¢ok homeostatik fizyolojik siireglerde (salgi, motilite,
besinin algilanmasi gibi), agrisiz visseral duyularin algilanmasinda (tokluk ve bulanti
gibi) ve kusmada rol almaktadir (Holzer, 2002). Gastroduodenal mukozadaki afferent
noronlarin aktivasyonu motilite, mukus ve sindirim salgilarinin sekresyonlarini etkileyen
cesitli lokal (intramural) ve vago-vagal (ekstramural) reflekslerin aktivasyonunu

saglamaktadir (Holzer, 1998; Furness ve ark., 2014).

Duysal liflerin stimulasyonu farkli mide ilseri modellerinde koruyucu etkiler
gostermektedir. Tam tersine duysal afferent sinirlerin denervasyonu ise mukozal
lezyonlar1 arttirmakta ve iilser iyilesmesini yavaslatmaktadir. Duysal liflerin koruyucu
etkilerini gosterebilmesinde gorevli norotransmitter olan CGRP, adenozin, SP ve ACh
gibi vazodilator bir peptittir (Brain ve ark., 1985), ayrica apoptozu (Sueur ve ark., 2005;
Zhao ve ark., 2010), oksidan stresi (Song ve ark., 2009), proliferasyonu ve trombosit
agregasyonunu (Li ve ark., 2008) engelleyici etkiler gostermektedir. CGRP etkilerini
CGRP1 ve CGRP2 olmak iizere 2 ayri reseptor iizerinden gostermektedir (Bell ve
McDermott, 1996). CGRP’nin, dzellikle ATP’ye duyarli K kanallarinin aktivasyonu
tizerinden mukozal kan akimini arttirdigi ve asit salgisini baskiladigi gesitli hayvan

modellerinde gosterilmistir (Peskar ve ark., 2002).

Son yillarda, CGRP’nin I/R hasarina karsi sigan mide mukozasin1 antiinflamatuar ve
antiapoptotik etkiler ile korudugu ortaya konulmustur. Siganlarda, I/R hasarinin neden
oldugu mukozal 6dem, kanama, hiicresel 6liim ve inflamatuar hiicre infiltrasyonunun
I.p. CGRP uygulamasi ile azaldig rapor edilmistir (Feng ve ark., 2011). CGRP’nin mide
koruyucu etkilerinin, NOS inhibitorii olan NG-nitro L-arjinin metil ester (L-NAME)’in
kullanimi ile ortadan kalktigi gorilmistiir (Matsumoto ve ark., 2001). CGRP, NO
tiretimini NOS’un baslica endojen inhibitorii olan asimetrik dimetil arjinin (ADMA)’in
baskilanmasini saglayarak arttirmaktadir (Liu ve ark., 2008). Dolayisiyla CGRP, NO
araciligi ile de etkilerini gosterebilmektedir (Tache, 2012). Peptit Y'Y, adrenomedulin,
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amilin, glukagon-benzeri peptit-1 (GLP-1) gibi ¢esitli peptitlerin de mideyi koruyucu
etkilerinde CGRP’nin roliiniin oldugu bilinmektedir (Tache, 2012). Duysal liflerdeki
TRPV1 reseptorleri araciligiyla, sinir biiylime faktorii (NGF), vaskiiler duvarin
gerilmesi, bradikinin, protaglandinler ve endotelin gibi pekgok lokal faktor de CGRP
salgisin1  arttirmaktadir. Ayni  zamanda kannabinoidler de CGRP salgisinin

regililasyonunda rol oynamaktadir (Lindsay ve ark., 1989; Brain ve Grant, 2004).

Spinal Duysal Sinir Lifleri

Spinal afferent sinirlerin baglica gorevleri, mukoza herhangi bir hasar verici ajana maruz
kaldig1 zaman vaskiiler, sekretuar ya da motor fonksiyonlar tiizerinde lokal bir
diizenleyici etki saglamaktir (Holzer, 1998). Spinal afferent sinirlerin bu efferent-
benzeri 6zellikleri sayesinde sinir uglarindan CGRP, ndrokinin A (NKA), NO, ATP ve
substans P maddesi salgilanmaktadir. Bu mediyatorlerin etkisi ile elektrolit, mukus ve
stvi sekresyonu, arteriollerin dilatasyonu ile kan akiminin artisi, immiin hiicrelerin
uyarilmast ve vaskiiler permeabilitenin artis1 gercekleserek ‘noérojenik inflamasyon’
baslatilmaktadir (Maggi, 1995; Holzer, 1998; Bartho ve ark., 1999). Norojenik
inflamasyon hasarli dokuda aslinda tamir siirecinin baglatilmasina yardimer olan bir

siiregtir.

Noron koruma mekanizmalarinin aktivasyonunda etkili baslica faktdr, midede asitin
geri-difiizyonudur. HCI ve pepsin midede olduk¢a hasarlayici faktorler olarak etki
gostererek epitel bariyerinin bozulmasina neden olmaktadir. Lamina propriaya asitin
ulasip spinal sinirleri uyarmasi ile gastrik mukozada korunmanin arttirilmasina yonelik
olarak periferal mekanizmalar baslatilmaktadir (Holzer ve ark., 1991; Raybould ve ark.,
1992). Bu mekanizmalar arasindaki en 6nemli olanlar; mukozal kan akiminin, mukus ve
bikarbonat sekresyonlarinin arttirilmasi ve asit sekresyonunun azaltilmasidir (Ichikawa
ve ark.,, 2000; Akiba ve ark., 2001). Bu mekanizmalar diginda duysal sinirlerin
uyarilmasi, noral refleks araciligi ile ESS’deki NOS/VIP/NPY-pozitif hiicrelerin
aktivasyonunu saglayarak midenin gevsemesini saglamaktadir (Schicho ve ark., 2001,
Schicho ve ark., 2003). Ayrica, Ozefageal ve pilorik sifinkterlerde de kasilma

gercekleserek fazla asitin 6zefagusa ve duodenuma gegisi onlenmektedir.
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Vagal Afferent Sinir Lifleri

Afferent noronlar tarafindan tetiklenen koruma mekanizmalari, sadece lokal etkili olan
efferent benzeri Ozellikleri sayesinde degil, davranmigsal, otonomik ve noéroendokrin
mekanizmalarin uyarilmasini saglayici santral yolaklarin aktivasyonu araciligi ile de
tetiklenmektedir (Holzer, 2006). Bu fizyolojik cevaplar, zararli etkilere maruziyet
sonrast yeniden doku homeostazisinin kazanilmasi i¢in gereklidir. Her ne kadar lokal
koruyucu mekanizmalar spinal afferentler tarafindan tetiklense de (Raybould ve ark.,
1992), akut hasara karsi olusan sistemik reaksiyonlar vagal afferentler tarafindan iletilir
(Schuligoi ve ark., 1998; Michl ve ark., 2001). Asite maruz kalan mideden afferent
¢ikiglarin haritalanmasi, NTS ve AP’da c-fos proteininin ifadesi ile gosterilmistir
(Schuligoi ve ark., 1998; Michl ve ark., 2001; Danzer ve ark., 2004). Tersine, mide
duvarindaki gerimin hem medulla spinaliste hem de beyin sapinda c-fos ekspresyonuna
neden oldugu tespit edilmistir (Traub ve ark., 1996). Dolayisiyla gastrik mukozanin
ozellikle asite maruziyeti sonucunda uyarilan spinal ve vagal afferent noronlar, farkl
homeostatik reaksiyonlara aracilik etmektedir (Holzer ve Maggi, 1998). Visseromotor
agr1 ve olusan emosyonel, noroendokrin ve davranigsal cevap vagal afferentler ile
iletilirken, gastrik distansiyona kars1 gelisen agr1 reaksiyonu spinal sinirlerle
iletilmektedir (Lamb ve ark., 2003). Vagal afferentler ile iletilen bilgi, beyin sapindan
sonra hipotalamusun paraventrikiiler niikleus (PVN) ve arkuat niikleusuna, amigdalaya

ve diger limbik sistem bolgelerine aktarilmaktadir (Michl ve ark., 2001).

Lokal endokrin sistem, infeksiyon, inflamasyon ve immiin sistemdeki degismeler vagal
duysal sinirlerin duyarliligini diizenlemektedir. Bununla iliskili olarak, sican midesinde
asetik asit aracili iilserlesmenin, Na* akimlarin1 arttirarak nodoz ve dorsal kék ganglion
noronlarinin uyarilabilirliklerini giliglendirdigi goriilmistiir (Bielefeldt ve ark., 2002).
Ayn1 sekilde, proinflamatuar sitokinlerin vagal afferent noronlarin asite karsi
duyarliligin1 ve beyin sapinda c-fos ekspresyonunu arttirdigr bulunmustur (Holzer ve
ark., 2004). Bu baglamda, vagal afferent néronlar, periferal immiin sistem ile beyin
arasindaki iletisimde 6nemli bir role sahiptir (Lai ve ark., 2017). Bu fonksiyon, vagal
afferent lifler ile immiinolojik yapilarin (paragangliyonlar, makrofajlart ve dentritik
hiicreleri igeren bag dokular1 vb.) yakinlig1 tarafindan desteklenmektedir. Bakteriyel

LPSlerin etkisi ile immiin hiicrelerden salgilanan interlokin-1B (IL-1B) vagal afferent
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sinirlerin uyarilmasini saglamaktadir (Goehler ve ark., 2000). Vagal afferent néronlarin

bu o6zelligi, vago-vagal refleksleri tetikleyerek antiinflamatuar stireci baslatmaktadir.

Vagus siniri aracili gastrik refleksler, visseral duysal bilginin vagal afferent lifler
tarafindan alinmasi sonrasi, bu liflerin NTS’nin néronlar1 iizerinde glutamaterjik
sonlanmasi ile baslatilmaktadir (Andresen ve Kunze, 1994; Travagli ve ark., 2006).
NTS’deki bu ndronlar ise mediiller dorsal vagal kompleks (DVC)’te bulunan DMN’nin
parasempatik preganliyonik ndéronlarmin modiilasyonunu saglamaktadir. Bu merkezler,
hipotalamus ve serebral korteks ile iliski iginde olup, otonomik fonksiyonlari ve
homeostazisi diizenlemektedirler. Kolinerjik vagal efferentler ise submukoza ve
muskularis eksternadaki intramural postgangliyonik noéronlar ile temas halindedir ki
bdylece glandiiler bezlerin salgi ve diiz kas hiicrelerinin kontraksiyon fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde gorev almaktadir. ACh, vagal efferent néronlardan salgilanan temel
norotransmitterdir ve pregangliyonik vagal lifler enterik noéronlari uyarmaktadir.
Midede, postgangliyonik parasempatik noronlar 2 farkli yolak olusturmaktadir (Sekil
2.2): (i) eksitator kolinerjik bir yolak; bu yolakta muskarinik kolinerjik reseptorlerin
aktivasyonu sonucunda gastrik tonus, motilite ve sekresyon artmaktadir. (ii) inhibitor
NANC yolagi; bu yolakta 6zellikle NO ve vazoaktif intestinal polipeptit salgis1 araciligi
ile mide fonksiyonlar1 baskilanmaktadir. Dolayisiyla mide fonksiyonlart ya NANC
yolagimmin aktivasyonu ya da tonik kolinerjik yolagin inhibisyonu araciligr ile

engellenmektedir (Travagli ve Anselmi, 2016).

Niikleus traktus solitarius noronlarin biyofiziksel ve norokimyasal ozelliklerini
arastirmaya yonelik yapilan fonksiyonel calismalar, DMN néronlan iizerinde sinaps
yapan NTS ndronlarmin baglica glutamaterjik, noradrenerjik ve/veya GABAerjik
ozellikte oldugunu gostermektedir (Rogers ve ark., 2003; Travagli ve ark., 2006).
GABAerjik antagonistlerin DVC’ye mikroenjeksiyonu, gastrik tonusu ve motiliteyi
arttirirken, glutamaterjik veya katekolaminerjik antagonistlerin ¢ok az etkili olduklar
goriilmiistiir (Sivarao ve ark., 1998). Dolayisiyla, mideye projekte olan DMN
ndronlarmin atesleme hizlarinin kontrolii i¢in NTS’den DMN’ye tonik bir GABAerjik

giris vardir.
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Sekil 2.2. Beyin sapindaki vago-vagal refleks mekanizmasi. Ach, asetilkolin; AP, area postrema; DMV,
vagusun dorsal motor niikleusu; GABA, y-aminobiitirik asit; Glu, glutamat; NANC, non-adrenerjik non-
kolinerjik; NE, norepinefrin; NTS, niikleus traktus solitarius; PVN, paraventrikiiler niikleus; TS, traktus
solitarius (Travagli ve Anselmi, 2016).

Vagus sinirinin aksonlarinin %75-90’1n1 afferent lifler olusturmaktadir (Grundy, 2002).
Daha az orandaki efferent ndronlar, sinir uc¢larindan ACh aracilig1 ile mukozal bariyerin
biitiinliglinlin yeniden saglanmasinda mukus sekresyonu, bikarbonat iiretimi, hiicre
proliferasyonu ve immiin cevabin modilasyonu gibi pek c¢ok mekanizmada rol
almaktadir (Oksana Sulaieva, 2014 ). ACh reseptorleri GIS’de diiz kas hiicrelerinde,
salgt yapan epitel hiicrelerinde, vaskiiler endotelde, mast hiicrelerinde,
miyofibroblastlarda, intramural gangliyon hiicrelerinde, endokrin hiicrelerde,
trombositlerde ve lokositlerde bulunmaktadir. Bu reseptorler, transmembran iyon
akimlarinin (Na*, K*, Ca*?) aktivasyonu disinda, hiicreici Ca*? mobilizasyonu ve tirozin
kinaz, G-proteinleri ve mitojen ile aktive olan protein kinazin (MAPK)

aktivasyonundaki degisimlerde de gorev almaktadirlar (Berthoud ve Neuhuber, 2000).

Vagus siniri asit sekresyonunu diizenlemesinin yani sira, mukus-bikarbonat bariyerinin
stirdiiriilmesini ve okludin ve zonula okludens-1 (ZO-1) ekspresyonlarini uyararak
epitelin biitiinliiginde 6nemli bir rol oynamaktadir (Martin ve Wallace, 2006). Cesitli
mekanizmalarin etkisi ile gelisen santral vagal aktivasyon, mukus jelin ve midedeki
yiizey epitel hiicrelerinde pH’in artisina neden olmaktadir. ACh araciligi ile vagus,

adaptif ve kompanzatuar siireglerin diizenlenmesinde anahtar faktorlerden biridir. Hiicre
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koruyucu mekanizmalarda baslica mediyatorler olan NO ve PG’ler iizerinde, ACh’nin
uyarict etkisi vardir. Direkt olarak eNOS ve nNOS inbisyonunun, GIS’de kan akimini
disiirdigli ve motilite ve salgilama bozukluklarina neden oldugu bilinmektedir
(Takahashi ve Owyang, 1995). Ayrica, oksidatif stres sirasinda NO, sitotoksik ajanlara
ve serbest radikallere karsi hiicrenin korunmasinda rol almaktadir (Lamb ve ark., 2003).
Yapilan caligmalarda, vagus sinirinin uyarilmasinin, NO ve PG {iretimini arttirarak
mukozada kan akimini diizelttigi, mukus ve bikarbonat liretimini arttirdigi, mukozada
immiin hiicrelerin aktivasyonlarini diizenleyerek endotel-16kosit etkilesimini azalttigi
gosterilmistir.  Bununla beraber, inflamasyonu azaltarak homeostazisin yeniden

saglanmasini sagladigi ve bu etkinin vagotomi ile ortadan kalktig1 goriilmiistiir.

Vagus siniri, immiin hiicreler ile santral sinir sistemi (SSS) arasinda iletisim saglamada
rol oynamaktadir (Goehler ve ark., 2000). Periferik inflamatuar sinyaller vagal afferent
noronlar araciligi ile sirkiimventrikiiler organlar olmadan direkt olarak beyne
iletilmektedir. Beyin sap1 ve santral otonomik merkezlerce diizenlenen sinyaller vagal
efferentler araciligi ile GIS’deki inflamasyon durumunu diizenlemektedir (Pavlov ve
Tracey, 2005). Vagal efferent néronlardan salgilanan ACh, doku makrofajlar1 ve diger
immiin hiicreler tizerindeki nikotinik reseptorlere baglanarak, bu hiicrelerden
proinflamatuar sitokin salinimini ve inflamasyonun baskilanmasini saglamaktadir (Wang

ve ark., 2003; Pavlov ve Tracey, 2005).

Kapsaisin’e Duyarh Afferent Sinir Lifleri

Kapsaisin, kirmizibibere aci tadi veren etken maddedir ve baharat olarak yaygin
kullanimindan 6tiirii gegmisten giintimiize ¢ok calisilan bir konu olmustur. Kapsaisin bu
etkisini, duysal sinir liflerinden SP ve CGRP gibi noropeptitlerin salgilanmasini
uyarmasi araciligi ile gergeklestirmektedir (Holzer, 1991). Kapsaisine-duyarli afferent
lifler, kapsaisin reseptorii olan ve Gegici Reseptor Potansiyeli Vaniloid Tip-1 (TRPV1)
olarak isimlendirilen reseptorii tasirlar (Hayes ve ark., 2000). Bu reseptor selektif
olmayan katyon kanalidir ve H", sicaklik gibi endojen ve ekzojen pek ¢ok ajan ile aktive
olabilmektedir (Jordt, 2003; Szolcsanyi ve Sandor, 2012). Nodoz ganglionda, duysal
liflerin %40-70°’1 TRPV1 reseptoriinii eksprese ederken (Patterson ve ark., 2003),

DRG’da duysal sinir liflerinin %65-95’1 bu reseptorii eksprese etmektedir (Tan ve ark.,
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2008; Cavanaugh ve ark., 2011) ve mukozal kan akimi, bikarbonat ve mukus
sekresyonlarinin diizenlenmesinde rol aldig1 bilinmektedir (Akiba ve ark., 2001; Holzer,
2002).

Kapsaisinin mukozal bariyer komponentleri iizerine olas1 katkis1 dozuna bagli olarak
degismektedir. Diisiikk dozda kapsaisin tiiketiminin gastrik mukoza i¢in yararli oldugu
bilinmektedir (Holzer, 1991; Ren ve ark., 1993). Yiiksek doz ve/veya siire kullanilan
kapsaisin ise afferent sinirlerin denervasyonlarina neden olarak, CGRP miktarinin
azalmasina yol agmaktadir (AbdelSalam ve ark., 1996). Tekrarl ya da yiiksek dozda
kapsaisin uygulandiginda, hiicre igerisinde siirekli ve yiiksek konsantrasyonda Ca*? ve
Na® iyonlarmin birikimine neden olur. Bu durum, hem cesitli proteazlarin birikimine,
hem de hiicre igine su girisine yol agmaktadir. Sonugta, apoptozis yolaklarinin
aktivasyonu ve lizis sonucunda sinir hiicresinin 6limii gergeklesmektedir. Kapsaisinin
bu ikili etkisi, GI sistem fizyolojisinin arastirtlmasina yonelik yapilan g¢alismalarda

kapsaisinin farmakolojik bir ajan olarak kullanilmasini miimkiin kilmaktadir.

Duysal Sinirlerin Cevap Verdigi Bashca Mediyatorler

GIS duvarinda yerlesmis olan EPAN’lar ve IPAN’lar, dogrudan ¢evrelerindeki kimyasal
ajanlara cevap verdikleri gibi, mukoza epitelinde yerlesik 6zellesmis endokrin hiicreler
tarafindan salgilanan cesitli kimyasal mediyatorler tarafindan da uyarilabilmektedirler
(Furness ve Clerc, 2000; Holzer ve ark., 2001). Gl yiizey epitel hiicrelerinin altindaki
lamina propriada bulunan duysal sinir lif sonlanmalarinin aksine, enteroendokrin
hiicreler epitel hiicrelerinin aralarinda bulunmaktadir (Furness ve Clerc, 2000; Holzer ve
ark., 2001). Bu nedenle, GI liimen igerigine bagli olarak salgi yapan enteroendokrin
hiicreler, liimen ile sinir lifleri arasindaki iletisimi saglamaktadirlar. Bu iletisimde
ozellikle 5-hidroksitriptamin (5-HT), sekretin, somatostatin, CRF, CCK, leptin, oreksin
ve grelin oldukg¢a 6nemlidir (Holzer, 2002). 5-HT iiretiminden baslica sorumlu hiicre tipi
ECL  hiicreleridir ve hiperozmolariteye, karbonhidratlara, mukozal villuslarin
bozulmasina, kolera toksini gibi bakteriyel iiriinlere, sisplatin gibi ilaglara ve mukozal

hasara cevap olarak salgi yapmaktadirlar.

GI sistem, siirekli olarak tehdit edici ajanlarla karsilagsmasi ve bu tehlikelere yanit veren
immiin hiicreleri i¢inde bulundurmasi nedeniyle, gesitli bagisiklik yanitlar1 ile de gok
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sik1 bir sekilde regiile edilmektedir (Furness ve Clerc, 2000; Holzer ve ark., 2001).
Lenfositler, makrofajlar, eozinofiller, notrofiller ve mast hiicreleri gibi immiinite ile
iliskili gesitli hiicreler, Peyer plaklarinda ya da epitel ve lamina propriada dagilmis
olarak bulunmaktadir (Castro ve Arntzen, 1993). Cesitli uyaranlara cevaben immiin
hiicrelerden salgilanan sitokinlere ek olarak, epitel hiicreleri de c¢esitli kimokinleri
(interlokin-8,  makrofaj  inflamatuar  protein-2,  gibi)  sentezleyip  ortama
salgilayabilmektedir (Kagnoff ve Eckmann, 1997; Castagliuolo ve ark., 1998). Mukoza,
mikrobiyal infeksiyon, alerji, inflamasyon ya da farkli hasar tiplerinden etkilendigi
zaman, immiin hiicreler aktive olmakta ve PG’ler, 10kotrienler, proteazlar, bradikinin ve
5-HT gibi pro- ve antiinflamatuar gesitli mediyatorler salgilamaktadirlar (Furness ve
Clerc, 2000; Holzer ve ark., 2001). Bu faktorler duysal noronlar1 uyarabildigi gibi,

hassasiyetlerini de degistirebilmektedir.

Mast hiicrelerinin degraniilasyonlar1 sonucunda histamin, serin proteazlar ve PG’ler gibi
mediyatorler salgilanmaktadir. Ozellikle histamin H1 reseptérleri iizerinden hem spinal
hem de vagal duysal sinirlerin uyarilmasini saglamaktadir (Bueno ve ark., 1997; Kirkup
ve ark., 2001). Triptaz, tripsin ve trombin gibi serin proteazlar, proteazla aktive olan
reseptorler (PAR) olarak isimlendirilen yiizey reseptorlerini aktive etmektedirler
(Vergnolle ve ark., 2001). G-protein ile iligkili olan bu reseptorler GI sistem boyunca
bulunmaktadir ve bunlarin aktivasyonu sonucunda gastrik mukus sekresyonunun ve
mukozal kan akimmm arttigi, bunun yani sira mide asit salgisinin azaldigi rapor
edilmistir (Nishikawa ve ark., 2002; Kawabata ve ark., 2004). Asit, etanol veya
indomethazin ile olusan hasara bagl olarak sigan midesindeki duysal noronlarda PAR
aktivasyonu sonucunda CGRP ve tasikinin saliniminin arttigi  ve korunma

mekanizmalarinin tetiklendigi gozlenmistir (Kawabata ve ark., 2001).

Iskemi (Fu ve Longhurst, 1999), asite bagli mukozal hasar (Gislason ve ark., 1996;
Montuschi ve ark., 1996) ya da cerrahi travma (Coimbra ve Plourde, 1996) gibi gesitli
durumlarda, proinflamatuar IL-1B, IL-6 ve tiimér nekrozis faktér (TNF)-a sitokin
ekspresyonlar1 artmaktadir (Reimund ve ark.,, 1996). Pek c¢ok hiicre tipine etki
edebildikleri gibi, IPAN ve EPAN’lar da bu sitokinlerin hedefleri arasindadir.
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2.1.9. Norohormonal Faktorler

Lokal mukozal faktorlere ek olarak SSS ve hormonal faktorler de mide mukozasinin
korunmasinda rol oynamaktadir (Tache, 2012). SSS ile GIS arasindaki iletisimde pek
¢ok peptit bulunmaktadir. Bu peptitler beyinde farkli mekanizmalar tetikleyerek, mide
hasarma karst korunmayi saglamaktadirlar. SSS’ne uygulanan TRH (Tache ve ark.,
1994), CRF (Gunion ve ark., 1990), opioid peptitler (enkefalinler, B-endorfin) (Gyires ve
Ronai, 2001), peptit YY (Yang ve ark., 1999), leptin (Brzozowski ve ark., 2000), GLP-1
(Isbil-Buyukcoskun ve Gulec, 2005), grelin (Sibilia ve ark., 2008), CGRP (Tache,
1991), kalsitonin (Tache ve ark., 1988), adrenomedulin (Kaneko ve ark., 1998), CCK
(Brzozowski ve ark.,, 2000) gibi hormonlarin mide korunma mekanizmalarini
uyardiklar1 tespit edilmistir. Bu peptitlerin midenin fonksiyonlarin1 diizenleyici
etkilerinin ozellikle vagal sinirler araciligiyla oldugu bilinmektedir. Gastrointestinal
peptit ailesinin bir tiyesi olan CCK’nin da GIS i¢in koruyucu etkileri gosterilmistir.
Duodenumda bulunan endokrin I hiicrelerinden limendeki icerige bagli olarak, 6zellikle
protein ve yagli besinlerin sindirimi sonucunda salgilanmaktadir (Liddle, 2000). GIS’de
bir hormon olarak bulunmasinin disinda periferik sinir sisteminde de, 6zellikle kolon ve
ileumda bulunmaktadir. CCK’nin SSS’de tokluk, anksiyete, termoregiilasyon ve kronik
agr1 ile iliskili bolgelerde yaygin ekspresyonu vardir (Singh ve ark., 1991; Wiesenfeld-
Hallin ve ark., 2002; Szelenyi, 2010). CCK, vagal afferent noronlar ftizerindeki
reseptOrlerine baglanarak NTS iizerinden istahin baskilanmasina aracilik etmektedir.
Dolasima salgilanan CCK’nin subfornikal organlardan biri olan AP’y1 da aktive ettigi
cfos ekspresyonu ile gosterilmistir (Monnikes ve ark., 1997). CCK salgisi, noral ve
hormonal etmenler tarafindan da diizenlenmektedir. CCK salinnmina somatostatin
baskilayici, GRP uyarici etkilidir (Kanayama ve Liddle, 1991; Liddle, 1994). Vagal
uyari ise CCK salgisini arttirmaktadir (Owyang, 1999).

CCK hedef dokulardaki etkilerini, tip A CCKR (CCK1R) ve tip B CCKR (CCK2R)
olarak bilinen iki ayr1 reseptor iizerinden gdstermektedir. Her iki tip reseptor de
fosfolipaz C (PLC) proteini ile iligkilidir ve reseptorlerin aktivasyonlari sonucunda
diacilgliserol (DAG) ve inositol trifosfat (IP3) iiretilir. DAG, protein kinaz C (PKC)’nin

2

aktivasyonunu saglarken, IP3; hiicrede Ca™ mobilizasyonuna ve kalmoduline-bagimli

protein kinazlarin aktive olmasina neden olmaktadir (Wank, 1998).
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CCKB reseptorii baslica SSS’de bulunurken, CCKA reseptorleri daha ¢ok periferde diiz
kas hiicrelerinde ve noronlarda bulunmaktadir. CCK reseptorleri, pankreatik enzim
sekresyonunun uyarilmasinda, safra kesesinin ve pilor sfinkterinin kasilmasinda ve
ozofagus sfinkterinin gevsemesinde gorev almaktadir. Vagal duysal sinirlerde bulunan
CCKA reseptorii, besin aliminin inhibisyonuna aracilik ederken (Ritter ve ark., 1994);
enterik sinir sistemindeki CCKA reseptorii, kolondan gegis siiresinin artisina ve mide

bosaliminin gecikmesine neden olmaktadir (Beglinger, 1994).

Endojen ve ekzojen CCK, liimendeki irritanlara karsi midede olusabilecek hasari
engellemektedir. CCK’nin mide koruyucu etkisinin CCKA reseptorleri {izerinden oldugu
tespit edilmistir (Evangelista ve Maggi, 1991; Konturek ve ark., 1995; Mercer ve ark.,
1998).

CCK’nin GIS’de dopamin ve NE ile beraber bulundugu bilinmektedir ve bu
norotransmitterlerin midede farkli koruyucu etkileri vardir. CCK’nin midedeki savunma

mekanizmalarina, dopaminin ve adrenalinin aracilik etmedigi gosterilmistir (Cross ve

ark., 1997).

Mide mukoza bariyerinin 6nemli bir bileseni olan kan akiminin devamliligr i¢in, CCK
giiclii bir vazodilatér ajandir ve CCK’nin midede olusturdugu hiperemik cevaba NO
aracilik etmektedir (Holzer ve ark., 1994; West ve ark., 2003). Her ne kadar midede
CCK uygulamasi sonucunda eNOS, cNOS ve iNOS enzimlerinin ekspresyonlarinda bir
farklilik olmasa da, cNOS’un aktivitesinde artis oldugu belirlenmistir (West ve ark.,
2003). Bununla beraber, hem santral hem de periferik uygulanan CCK’nin hiperemik
etkisinin, CGRP antagonisti ile ortadan kalktigi bulunmustur (Heinemann ve ark., 1996).
CCK’nin vagal afferent lifler iizerinde reseptdrii bulunmaktadir ve kapsaisin kullanilarak
olusturulan duysal liflerin denervasyonu ile CCK aracili mukozal kan akimindaki artigin
kismen azaldig1 gozlenmistir (Evangelista ve Maggi, 1991). Ayrica, CCK’nin etkilerinde
vagusun roliiniin oldugu yapilan bilateral subdiyafragmatik vagotomi veya atropin ile

gosterilmistir (Brzozowski ve ark., 1999a).

CCK’nin midede PG firetimi iizerine olan etkisi tam agik degildir. Baz1 ¢alismalarda,

CCK’nin gastrik mukozal biitiinliiglin saglanmasindaki etkisinin COX inhibitorii
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indomethazin uygulamasi ile kismen ortadan kalktigi gozlenirken (Mercer ve ark.,
1995); bazi ¢alismalarda, CCK’nin PG iiretimini etkilemedigi tespit edilmistir (Mercer
ve ark., 1998; Brzozowski ve ark., 1999a).

2.2. Iskemi/Reperfiizyon Hasar1

I/R hasari, bir dokuda herhangi bir nedene bagli olarak gelisen iskemi periyodunu
takiben, kan akisinin yeniden saglanmasi sonucunda olusan islevsel ve yapisal
degisiklikleri ifade eden bir terimdir. I/R hasarinin olusumuna; baslica oksijenin varlig
ve reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin olusumu, vaskiiler, hiicresel ve hormonal faktorlerin
aktivasyonu, vaskiiler gegirgenligin artisi, 16kosit ve trombosit aktivasyonu, kompleman
sisteminin tetiklenmesi ve proinflamatuar sitokinlerin artis1 katki saglamaktadir (Pontes
ve ark., 2016). I/R hasari, ¢esitli organlarda trombolitik tedavi, transplantasyon, koroner
revaskiilarizasyon, hipovolemik sok, pulmoner embolizmin ¢o6ziilmesi ve
kardiyopulmoner baypas gibi sik olarak karsilasilan tibbi durumlarda gézlenmektedir

(Collard ve Gelman, 2001).

Iskemi periyodunda, oksijen yokluguna bagli olarak mitokondride oksidatif
fosforilasyon ile enerji iiretimi gerceklesememektedir (Sekil 2.3) (Mura ve ark., 2007).
ATP iretimi, anaerobik glikoliz yolu ile siirdiiriilmeye ¢alisilsa da hiicrelerdeki enerji
ihtiyaci tam olarak karsilanamamaktadir. Yeterli enerjinin karsilanamamasi, hiicre
membranindan iyon gegislerinin yapilamamasina, sonugcta da hiicre iginde Na* ve Ca'?
iyonlarinin birikimine neden olmaktadir. Bu durum, hiicrenin sismesine, hiicre
iskeletinin kasilmasi ile seklinin degismesine, PLA,’nin aktivasyonuna ve hiicre
membranindan arasidonik asit metabolitlerinin salinimina neden olmaktadir (Szabo,
1996). Hiicre i¢i kalsiyum birikimi, reperfiizyon periyodunda organellerde ROS'un
etkilerini giiclendiren proteazlarin da aktive edilmesini saglayarak, ksantin dehidrogenaz
enziminin ksantin oksidaz (XOD) enzimine doniisiimiine yol agmaktadir (Okuda ve ark.,
1992). XOD, vaskiiler endotel iizerinde bol miktarda bulunmaktadir ve ROS iiretme
kabiliyeti yiiksek bir enzimdir. Iskemi sirasinda, ATP pargalanarak sirasiyla ADP, AMP,
adenozin, inosin ve son olarak hipoksantine yikilmaktadir. Hipoksantin birikimi
reperflizyon asamasinda oksijenin vaskiiler yataga gelmesi ile birlikte, ksantin oksidaz

ile siiperoksit ve hidrojen peroksitin iiretilmesini saglamaktadir (Grisham ve ark., 1990).
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Sekil 2.3. iskemi/reperfiizyon hasarmin patofizyolojisi (Pontes ve ark., 2016).

Arasidonik asitin bozunmasi, PG, lokotrien ve tromboksan gibi proinflamatuar
mediyatorlerin olusumunu saglamaktadir ki bunlar, nétrofil aktivasyonuna ve trombosit
agregasyonuna neden olmaktadir. Inflamasyon bélgesinde nétrofillerde integrinlerin

aktivasyonu gergeklesirken, endotel hiicrelerinde hiicre i¢i adezyon molekiilii-1 (ICAM-
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1)’in ekspresyonu artarak nétrofillerin endotel yilizeyine adezyonu gergeklesmektedir
(Granger ve Kubes, 1994). Notrofiller, siiperoksit ve hidrojen peroksit iiretmelerinin
yani sira hipoklorik asitin olusumunu katalize eden MPO enzimine sahiptirler (Grisham
ve ark., 1990). Notrofiller ayrica, endotelin bazal membraninin hemen hemen tim

bilesenlerini pargalayabilen proteazlari da iiretmektedir (Carden ve ark., 1998).

I/R, endotel hiicrelerinde siiperoksit ve NO arasindaki dengeyi bozarak arteriyollerde
endotel-aracili vazodilatasyonun kaybina yol ag¢maktadir. Normal kosullarda, NO
tiretimi, sitiperoksit tiretiminden fazladir ve GC aracilif ile diiz kasta tonusun azalmasini
saglamaktadir. Sonugta da trombosit agregasyonu ve trombus olusumu engellenirken,
endotel ile 16kosit arasindaki etkilesim en alt diizeye indirilmektedir. Ancak reperfiizyon
sonucunda, NO ve siiperoksit arasinda dengesizlik gelismektedir. Siiperoksit NO ile
reaksiyona girerek, gii¢lii bir radikal olan peroksinitrit (ONOO”) olusumunu

saglamaktadir (Grisham ve ark., 1998).

Reperfiizyon sirasinda, salinan inflamatuar mediyatorler dogrudan iskemiye maruz
kalmayan endotel hiicrelerini de aktive ederek onlarin da hasarina neden olmaktadir
(Carroll ve Holers, 2005). Sonugta I/R, inflamatuar aracilarin sistemik olarak
salgilanmasini saglayarak nétrofillerin aktivasyonuna, endotel hiicrelerindeki adezyon
molekiillerinin ekspresyonlarinda ve 16kosit-endotel etkilesiminde artisa yol agmaktadir
(Barry ve ark., 1997). Inflamatuar sinyaller, transkripsiyon faktdrii NF-B’nin
aktivasyonu araciligiyla, kimokinlerin, sitokinlerin ve diger proinflamatuar

mediyatorlerin ekspresyonunu diizenler (Colletti ve ark., 1995; Barry ve ark., 1997).

Hayvan ve insan calismalarinda kompleman sistemi aktivasyonunun reperflizyon
asamasinda kritik bir basamak oldugu gosterilmistir. C5a gibi kompleman sisteme ait
faktorler, dolasimdaki nétrofillerin Mac-1 upregiilasyonu araciligi ile aktivasyonlarini
saglamaktadir. Ayrica, membran atak kompleksi de hiicreye direkt hasar vermektedir

(Chavez-Cartaya ve ark., 1995).

I/R ile olusan sistemik inflamatuar reaksiyon, hastalarda mortalitenin ana nedeni olan
coklu organ yetmezligi sendromunun gelisiminden sorumludur (Carden ve Granger,
2000).

27



Oksidan strese kars1 dokular antioksidan enzimler tarafindan korunmaktadir (Kwiecien
ve ark., 2014). Ancak I/R’da, aktif oksijen tiirlerinin miktar siiperoksit dismutaz (SOD)
ve glutatyon (GSH) gibi gesitli antioksidan enzimlerin siipiiriicii kapasitelerini astigi
icin, doku ve organ hasari meydana gelmektedir. ROS’un artmasi ile birlikte hiicre
hasarinin nedenlerinden biri, hiicre membranindaki lipitlerin peroksidasyonudur.
LPO’yun ilk basamagi, membran lipitlerinden olan ¢oklu doymamis yag asitlerinin bir
zincirinden hidrojen atomunun ROS tarafindan koparilmasidir. Boylece yag asidi serbest
radikal haline gelerek oldukga reaktif bir 6zellik kazanmaktadir ve oksijen molekiilii ile
reaksiyona girerek peroksil radikalinin olusumuna yol agmaktadir. Serbest peroksil
radikali membrandaki diger ¢oklu doymamis yag asitlerinden hidrojen atomunun
koparilmasina neden olarak, lipit peroksitlerinin olusumunu saglamakta ve hiicrede daha
fazla ROS ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) tiretimine neden olan bir dizi zincir
reaksiyonunu saglamaktadir.  Lipit peroksitlerinin -oksidasyonlar1 ile metabolize
olmalar1 sonucunda hiicrelerde yiiksek oranda toksik olan, malondialdehit (MDA) ve 4-
hidroksinonenal (4-HNE) olarak bilinen iki metabolit olusmaktadir (Esterbauer ve ark.,
1991). Bu aldehitler ¢esitli molekiiller ile kovalent baglar olusturarak enzimlerin

inaktivasyonlarina ve DNA, RNA ve protein sentezinin inhibisyonuna neden olmaktadir
(Matsuda ve ark., 2013).

2.3. Apelinerjik Sistem

Apelinerjik sistem, apelin ve apela (ELABELA/ELA/Toddler) olarak isimlendirilen iki
liganttan ve G-protein bagimli bir reseptér olan Anjiyotensin reseptorii-benzeri 1
(APJ)’den olusmaktadir (Shin ve ark., 2017). Her iki ligant pek ¢ok farkli izoformdan
olusmaktadir ve kalp kontraksiyonu, vazodilatasyon, kardiyovaskiiler gelisim, glukoz ve

instiilin homeostazisi gibi farkli 6nemli fizyolojik olaylarda gorev almaktadirlar.

77 aminoasitli preproapelin, biyoaktif apelin onciilidiir ve proteolitik yikim ile farkli
izoformlara doniismektedir. Apelinin izoformlart sunlardir: apelin-55 (apelin 23-77),
apelin-36 (apelin 42-77), apelin-17 (apelin 61-77), apelin-13 (apelin 65-77) ve (Pry")-
apelin-13 (apelin-13’tin N-terminaline glutamat rezidiisii icermektedir) (Tatemoto ve
ark., 1998).
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2.3.1. Apelinerjik Sistemin Bulundugu Yerler

Apelin reseptorii ve apelin, ilk olarak, sirasiyla beyinde ve midede gosterilmistir (Odowd
ve ark., 1993; Tatemoto ve ark., 1998). Sican, fare ve insan dokularinda yapilan
caligmalarda, hem reseptdriin hem de ligantin SSS’de, kardiyovaskiiler sistemde,
dolasim sisteminde, sindirim sisteminde, iireme sisteminde, adipoz doku ve iskelet
kaslar1 gibi ¢esitli periferik dokularda yaygin ekspresyonlarmin oldugu goriilmiistiir

(Hosoya ve ark., 2000; Kawamata ve ark., 2001; Medhurst ve ark., 2003).

Apelin ve APJ reseptorii, SSS’de PVN, subventrikiiler organlar, NTS, DMN ve
hipoglossal niikleus (HGN)’un yan1 sira sirkiimventrikiiler organlar arasinda yer alan
subfornikal organ ve area postrema (AP) gibi bolgelerde de gosterilmistir (Pope ve ark.,
2012; Dai ve ark., 2013).

Apelin izoformlarinin dokulardaki dagilimlarina ait farkliliklar enzim immunoassay
(EIA), radioimmunoassay (RIA) ya da yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC)
yontemleri ile ortaya konulmustur (Shin ve ark., 2017). Pry-apelin-13 en fazla kalp ve
beyinde, apelin-36 en fazla akciger, testis ve uterusta bulunmaktadir (Kawamata ve ark.,
2001; Maguire ve ark., 2009). Siitte apelin-55, -36, -17, -14 izoformlari, plazmada ise

hemen hemen tiim izoformlar1 bulunmaktadir (Mesmin ve ark., 2011).

2.3.2. Apelinin Aktive Ettigi Sinyal Yolaklar
APJ reseptoriiniin, hiicre tipine bagl olarak farkli G-proteinlerini aktive edebilmesi,
apelinin farkli hiicresel etkilerini agiklamaktadir. Apelin ile ilgili temel sinyal
mekanizmasi, bogmaca toksinine (PTX)-duyarli bir G-proteini olan Gaj’in aktivasyonu
ile tetiklenmektedir (Hosoya ve ark., 2000). Pek ¢ok c¢alisma apelinin bu yolak
aracilifiyla ERK, protein kinaz B (PKB ya da Akt) ve p70S6 kinaz gibi hiicre ici
habercileri aktive ederken; forskolin-aracili siklik adenozin monofosfat (CAMP)
tretimini baskiladiginm1 gostermektedir (Masri ve ark., 2002; Masri ve ark., 2004,
D'Aniello ve ark., 2009). Apelinin PKC ve PLCP’yi de aktive ettigi, bu ikincil
habercilerin inhibitorlerinin varhiginda apelinin pozitif inotrop etkisinin ortadan
kalktiginin gozlenmesi ile ortaya koyulmustur (Szokodi ve ark., 2002). Apelin/APJ
sisteminin vazodilator etkisinin de PLCB-PKC yolaginin aktivasyonu sonucu kalmodulin
araciligiyla eNOS iizerinden oldugu bilinmektedir (Tatemoto ve ark., 2001). Apelinin
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proliferasyonu ve migrasyonu uyarict etkilerinin Gogn: bagimhi PI3K/Akt ve/veya
MAPK aktivasyonuyla oldugu endotel, diiz kas hiicreleri, néronlar, adipositler,

miyositler, tiimor hiicreleri ve osteoblastlar gibi pek ¢ok hiicre tipinde gosterilmistir

(Chaves-Almagro ve ark., 2015).

Son yillarda, apelinin aktive ettigi hiicre i¢i yolaklar1 arasinda ozellikle iskelet kasi,
adipositler ve enterositlerde AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK)’n yer aldig1, bu
yolagin lipolizin baskilanmasi, glukozun hiicre i¢ine alimi, yag asidi oksidasyonu,
mitokondriyal biyogenezis gibi, apelinin enerji metabolizmasindaki etkilerinden sorumlu
oldugu gosterilmistir (Yue ve ark., 2011; Attane ve ark., 2012; Than ve ark., 2012; Than
ve ark., 2015).

2.3.3. Apelinin Bashca Biyolojik Etkileri

Yapilan ¢aligmalar, apelin/APJ sisteminin pek ¢ok homeostatik bozukluklara fizyolojik
cevapta anahtar mekanizma olabilecegini ortaya koymustur. Bu ¢alismalar, apelin-APJ
sinyalinin kardiyovaskiiler sistem fonksiyonlar1 (Szokodi ve ark., 2002), enerji
metabolizmas1 (Boucher ve ark., 2005), sivi homeostazisi (De Mota ve ark., 2004),
anjiyogenez (Picault ve ark., 2014), néroendokrin stres cevabi (Newson ve ark., 2012)

gibi pek ¢ok farkli diizenlenme mekanizmalarinda etkili oldugunu gostermektedir.

Kardiyovaskiiler Etkileri

Apelinin kesfinden itibaren bu biyoaktif peptitin, 6zellikle kardiyovaskiiler sistem ve bu
sistemle iligkili hastaliklardaki rolleri tizerinde durulmustur (Yang ve ark., 2015a).
Apelin, endojen bir pozitif inotrop olup, endotel- ve NOS-bagimli mekanizmalar
tizerinden kan basincinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Szokodi ve ark., 2002).
Apelinin  miyokardiyal infarktus, kalp rahatsizligi ve hipertansiyon gibi c¢esitli
kardiyovaskiiler hastaliklarda koruyucu etkileri gosterilmistir. Apelin uygulamalarinin,
infarkt alanin1 azalttii, kardiyak output ve kontraktilite gibi kardiyak parametreleri
diizelttigi, inflamasyonu azalttig1 ve hiicre yasayabilirligini arttirdigi saptanmistir (Dali
ve ark., 2006; Koguchi ve ark., 2012; Pisarenko ve ark., 2014; Boal ve ark., 2015; Azizi
ve ark., 2017).
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Apelinin hem santral diizeyde hem de periferik kardiyovaskiiler etkileri vardir. Vaskiiler
tonusun diizenlenmesinde, apelinin pressor ve depressor etkileri bulunmaktadir.
Periferik uygulanan apelinin anestezi altindaki siganlarda, ortalama kan basincini
azalttigi (Cheng ve ark., 2003; Lee ve ark., 2005) ve bu etkinin NOS inhibitorii ile
ortadan kalktig1 bilinmektedir (Tatemoto ve ark., 2001). Uyanik hayvanlarda ise apelinin
kan basinci lizerine olan etkisi kullanilan apelin izoformuna ve dozuna bagli olarak
degismektedir (Kagiyama ve ark., 2005). (Pry*)-apelin-13’iin i.p. injeksiyonu, farelerde
sistolik kan basincinda azalmaya neden olurken, bu etkinin APJ-yoksun farelerde tersine
dondiigii tespit edilmistir (Ishida ve ark., 2004). Insan safen veninde periferik apelin
vazodilator etki gostermektedir. Ancak endotel siyrilarak ortadan kaldirildiginda, apelin
vazokonstriktor etki gostermektedir (Katugampola ve ark., 2001). Bu nedenle periferik
apelin, anti-hipertansif bir faktor olarak davranmaktadir (Ishida ve ark., 2004; Lee ve
ark., 2005). Kardiyomiyositlerde apelin sarkomer kisalmasini arttirmaktadir ve apelin
veya APJ-yoksun farelerde bu cevap bozulmaktadir (Farkasfalvi ve ark., 2007).

Kardiyovaskiiler sistemde en baskin izoform olan (Pry’)-apelin-13’iin santral olarak
uygulanmasi ortalama kan basincin1 ve PVN’de c-fos ekspresyonunu arttirmaktadir
(Reaux ve ark., 2001; Seyedabadi ve ark., 2002). Ayrica, NTS ve rostral ventrolateral
medulla (RVLM)’ya apelin-13’iin mikroenjeksiyonu ayni sekilde kan basincini ve kalp
hizini yiikseltmektedir (Seyedabadi ve ark., 2002). Spontan hipertansif si¢anlarin
RVLM’lerinde apelin ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Zhang ve ark., 2009).
Bununla birlikte, subfornikal organa apelin mikroenjeksiyonu ile kan basincinin ve kalp

hizinin azaldigi tespit edilmistir (Dai ve ark., 2013).

Apelin ve reseptoriiniin kardiyovaskiiler sistemdeki patofizyolojik siireglerde de rol
aldigi  bilinmektedir. Vaskiiler hastaliklarda, aterosklerozlu insanlarin koroner
arterlerinde apelin ekspresyonu artmaktadir (Pitkin ve ark., 2010). Apelinin ateroskleroz
olusumundaki rolii agik degildir ve hem antagonistik hem de agonistik etki
gosterebilecegi diisiiniilmektedir (Hashimoto ve ark., 2007; Chun ve ark., 2008). Kalp
hastaliginin erken donemlerinde plazma apelin seviyesi yiiksek, hastaligin ilerleyen

donemlerinde sabit ya da daha diisiik seyretmektedir (Chong ve ark., 2006). Hipoksi ve
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iskemi durumlarinda ise apelinerjik sistemin koruyucu etki gosterdigi diisiiniilmektedir

(Atluri ve ark., 2007; Ronkainen ve ark., 2007).

Anjiyogeneze Etkileri

Apelin, hem fizyolojik kosullarda hem de kanser patofizyolojisinde anjiyogenik bir
faktor olarak bilinmektedir. Kurbaga ve fare kalbinin damarlanmasinda apelin ve
reseptoriiniin -~ gerekli  oldugu ve bulunmadiklarinda embriyolarin  gogunda
damarlanmanin bozuldugu gozlenmistir (Cox ve ark., 2006). Bununla birlikte, apelin-

yoksun farelerde retinal damarlanmanin gelisimi de gerilemektedir (Kasai ve ark., 2008).

Apelin/APJ sisteminin miyokardiyal infarktiista, iskemik inmede, sirozda, retinal
hastaliklarda, timorde, obezite ve diyabette anjiyogeneze katki sagladigi bilinmektedir
(Wu ve ark., 2017b). Apelin ve VEGF’nin anjiyogenezin diizenlenmesinde beraber
hareket ettikleri diisiniilmektedir. Baz1 ¢alismalarda apelinin VEGFnin ekspresyonunu
arttirdig1, bazilarinda ise VEGFnin apelin ekspresyonunu arttirdigi bulunmustur. Ancak
apelin/APJ sistemi VEGF’den bagimsiz olarak da anjiyogenezi uyarmaktadir (Kidoya ve
Takakura, 2012).

Sivi Homeostazina Etkileri

Apelin ve APJ reseptorii su homeostazisi ile iligkili olarak, bobrekte endotelde ve
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ve hipotalamusun PVN ve supraoptik niikleus
(SON)’unda hipofiz bezine projekte olan néronlarin govde kisimlarinda bulunmaktadir
(Brailoiu ve ark., 2002; Medhurst ve ark., 2003; Hus-Citharel ve ark., 2008). Ancak
apelinerjik sistemin sivi homeostazisindeki fizyolojik roli ile ilgili yapilan c¢aligma
sayist olduk¢a sinirhidir (Flahault ve ark., 2017). PVN’de ve SON’da, apelin ile birlikte
bulunan antidiliretik hormon (vazopressin-ADH) {iretilmektedir. Bu konu ile ilgili
yapilan bir ¢alismada, i.c.v. olarak uygulanan apelinin dolasima verilen ADH miktarini
azalttigr ve Na* ve K* atilimim etkilemeden diiirezi arttirdig1 saptanmustir (De Mota ve
ark., 2004). Baska bir ¢alismada, apelinin antiditiretik etki gosterdigi ve APJ-yoksun
farelerde su kisitlamasina cevaben idrar hacminin azalmadigi rapor edilmistir (Roberts
ve ark., 2010).
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Apelinin dilirezin diizenlenmesindeki etkisi SSS ile sinirli degildir ve bobrekler {izerinde
bulunan kendi reseptdrii lizerinden de etki gostermektedir. ADH’1n toplayici kanallarda
aquaporin-2’nin apikal membrana yerlesimini uyararak su absorpsiyonunu sagladigi ve
boylece dilirezi azalttig1 bilinmektedir. Akut veya kronik uygulanan apelinin ise bobrek
kan akimini arttirdigt ve ADH’1n aksine bu kanallarda cAMP iiretimini azaltarak ditirezi

uyardigi tespit edilmistir (Hus-Citharel ve ark., 2014; Deng ve ark., 2015).

Enerji Metabolizmasi ile ilgili Etkileri

Apelin adipoz dokudan salgilanan bir adipokin olup, insan ve farelerde obezite ile
beraber plazma seviyesi artmaktadir (Boucher ve ark., 2005; Castan-Laurell ve ark.,
2012). insiilin ve apelin enerji metabolizmasmin diizenlenmesinde beraber hareket
etmektedirler ve apelinin diyabet parametrelerini diizelttigi disiiniilmektedir (Chaves-
Almagro ve ark., 2015; Hu ve ark., 2016). Apelin insiilin ve insiilin reseptor seviyesinin
diizenlenmesinde rol oynar. Insiilin ise adipositler iizerindeki kendi reseptérii iizerinden
apelin  ekspresyonunu uyararak kendi tretimi {izerine negatif geri-besleme

mekanizmasini tetiklemektedir (Boucher ve ark., 2005).

Tip | diyabetli farelerde apelin-13’iin pankreatik adacik hiicre kiitlesini ve B-hiicrenin
insiilin igerigini arttirdig1 tespit edilmistir (Chen ve ark., 2011). Aym sekilde, apelin
uygulamasi, hem apelin-yoksun hem de obez hiperinsiilinemik farelerde gozlenen
insiiline duyarliliktaki bozulmay1 hafifletmektedir (Yue ve ark., 2010; Attane ve ark.,
2012). Apelin uygulamasi, beyaz yag adipogenezisini inhibe ederken; kahverengi yag
adipogenezisini arttirmaktadir (Masaki ve ark., 2012; Than ve ark., 2015). Apelinin
periferik uygulamasi, iskelet kasina ve adipoz dokuya glukoz girigini arttirarak plazma
glukoz seviyesini azaltmaktadir. Ayrica, besin alimini etkilemeden, mitokondriyal
eslesmemis protein 1 ve 3’lin aktivasyonu araciligi ile enerji tiikketimini arttirarak
viicuttaki adipoz doku oranini azaltmaktadir. Tip II diyabetli hastalarda plazma apelin
seviyesi yiikselmektedir ve bunun insiilin direncini diisiirmek i¢in kompanzatuar bir

mekanizma oldugu diistiniilmektedir.

Stres Cevabindaki Etkileri

APJ’nin stres cevabinda gorevli bolgeler olan hipotalamik pPVN’de ve 6n hipofiz

bezinde bulundugu bilinmektedir (O'Carroll ve ark., 2003). Apelin mRNA’s1 da bu
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bolgelerde vazopressin ile birlikte saptanmigtir. Apelin-pozitif hiicreler PVN ve SON’ta
bulunmaktadir. APJ ve apelinin hipotalamus-hipofiz-adrenal aks (HPA)’ta baslica rol
oynayan vazopressin ve CRH igeren hipotalamik c¢ekirdeklerde bulunmasi,

apelin/APJ’nin néroadenohipofizer hormon saliniminda rolii oldugunu géstermektedir.

(PryMapelin-13’iin  santral uygulamasi, PVN’de c-fos ekspresyonunu ve plazma
adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve kortikosteron (CORT) seviyelerini artirirken;
prolaktin, liiteinize edici hormon (LH) ve folikiil uyarict hormon (FSH) seviyelerini
azaltmaktadir (Taheri ve ark., 2002). Ayrica, apelin-13’lin in vitro olarak hipotalamik
hiicrelerden CRH ve vazopressin salgisini uyardigi gésterilmistir (Taheri ve ark., 2002).
Akut ve kronik strese cevaben, PVN’de APJ mRNA ekspresyonunun arttigi tespit
edilmistir (O'Carroll ve ark., 2003). Ayn1 zamanda apelin, hem hipofize etki ederek
dogrudan hem de hipotalamus iizerinden indirekt yolla ACTH sekresyonu iizerine
uyarici etki gostermektedir (Reaux-Le Goazigo ve ark., 2007). Son zamanlarda, APJ-
yoksun farelerde LPS uygulamasi (immiinolojik stres), insiilin aracili hipoglisemi
(metabolik stres) ve zorlu yilizme (fiziksel/psikolojik stres) stresi gibi gesitli stres
modellerine cevapta APJ’nin HPA aksini diizenleyici bir sinyal oldugu gosterilmistir

(Newson ve ark., 2013).

Apelinerjik Sistemin Diger Etkileri

Yiiksek seviyede kolostrum ve siitte de bulunan apelin, hiicrelerin sitokin {iretimini
azaltmaktadir (Habata ve ark., 1999; Horiuchi ve ark., 2003; Leeper ve ark., 2009).
SSS’de yapilan galigmalar ise apelinerjik sistemin antinosisepsiyon, depresyon benzeri
davraniglarin artmasi ve pasif sakinmanin 6grenilmesi gibi farkli mekanizmalarda rol
aldigini ortaya koymaktadir (Xu ve ark., 2009; Lv ve ark., 2012; Telegdy ve ark., 2013).
Ayrica, apelinin NMDA aracili sitotoksik hasara kars1 hipokampal noronlari, ERK1/2 ve
Akt fosforilasyonunu saglayarak korudugu gozlenmistir (O'Donnell ve ark., 2007;
Cheng ve ark., 2012). Aymi sekilde kortikal noéronlar1 da apoptozisten korudugu
bilinmektedir (Zeng ve ark., 2010).

Apelin ve APJ, osteoblastlarda da eksprese edilmektedir, hiicre proliferasyonunu ve
yasayabilirligini arttirmaktadir (Xie ve ark., 2006; Tang ve ark., 2007; Wattanachanya
ve ark., 2013). Son yillarda, osteoartrit hastalarinin plazma ve sinoviyal sivilarinda
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yiksek oranda apelinin  bulundugu  gozlenmistir.  Dolayisiyla  osteoartrit
patofizyolojisinde apelinin potansiyel rol oynadig: diisiiniilmektedir. (Hu ve ark., 2011).

2.3.4. Apelin/APJ Sistemi ve Gastrointestinal Sistem

Gastrointestinal sistemde apelin mRNA’s1 en fazla midede, daha az oranda ince bagirsak
ve kolonda bulunmaktadir (Wang ve ark., 2004). Apelin, mide bezlerinde ekzokrin ve
endokrin hiicrelerde sentezlenmektedir (Susaki ve ark., 2005; Wang ve ark., 2009).
Immiinohistokimyasal olarak apelinin mide bezlerinin iist ve boyun bélgelerinde
bulunan epitel hiicrelerinde, paryetal ve esas hiicrelerde bulundugu tespit edilmistir. Bu
peptitin uyaricilara cevaben hem dolasima hem de mide liimenine salgilanarak GIS’deki
etkilerini yaptig1 diisiiniilmektedir. APJ ekspresyonuna ise epitel hiicrelerinde, goblet
hiicrelerinde, miyenterik ve submukozal pleksus ChAT and nNOS néronlarinda ve diiz
kas hiicrelerinde rastlanmaktadir (Fournel ve ark., 2017). Ayrica asit sekresyonunun
diizenlenmesinde baslica rol oynayan hiicrelerden biri olan ECL’de de APJ ifade
edilmekte ve Apelin histamin salinimi araciligiyla mide asit salgisini arttirmaktadir

(Ohno ve ark., 2012).

Apelin/APJ ekspresyonunun en Onemli diizenleyicisi hipoksi ve inflamasyon
durumudur. Her ikisi de, hiicresel stres sirasinda gergeklesen yakin iliskili olaylardir ve
etkilerini ortak sinyal mekanizmalar1 araciligi ile gostermektedirler. Siganlarda akut
hipoksinin mide, duodenum ve kolonda apelin mRNA’sin arttirdigi ve bu artiga HIF-
lo’nin aracilik ettigi saptanmigstir. Sentezi artan apelinin proliferasyona neden oldugu
bilinmektedir (Han ve ark., 2007; Han ve ark., 2008b; Han ve ark., 2008a; Geiger ve
ark., 2011; Heinonen ve ark., 2017).

Apelinerjik sistemin  GIS’de yogun dagilimi, bu sistemin fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde rol aldigini diislindiirmektedir. Bu baglamda intragastrik veya
intravendz uygulanan apelin-13’{in mide ve pankreatik enzim sekresyonunu uyardigi ve
fundektomi ile endojen apelinin ortadan kaldirilmasinin bu etkiyi baskiladigi
gozlenmistir (Antushevich ve ark., 2016). Apelinin hem in vitro hem de in vivo olarak
CCK sekresyonunu uyardigi bilinmektedir (Wang ve ark., 2004; Wattez ve ark., 2013;
Antushevich ve ark., 2016). Intraarteriyal infiizyon ile duodenuma uygulanan apelin-13,
bikarbonat salgisin1 uyarmaktadir (Flemstrom ve ark., 2011). Apelinin bu etkisinin CCK
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araciligi ile oldugu disiiniilmektedir. Nodoz gangliyonda APJ reseptorii bulunmaktadir
ve bu reseptoriin bu bolgedeki ifadesi besin alimi ile artmaktadir (O'Donnell ve ark.,
2012).

Apelin-13’lin gastrointestinal motilite {izerindeki etkilerini arastirmak amaciyla yapilan
calismalarda, intraserebroventrikiiler olarak uygulanan apelin-13’iin, farelerde mide
bosaliminin yani sira kolon transitini ve fekal pellet ¢ikisini baskiladigi ve 6zellikle stres
sirasinda gozlenen bu gastrointestinal motor fonksiyonlarin, APJ reseptor antagonisti ile
ortadan kalktigi rapor edilmistir (Lv ve ark., 2011; Bulbul ve ark., 2018). Apelinin bu
baskilayici etkileri santral APJ ve opioid reseptorleri ile vagal efferentler araciligiyladir.
Aym sekilde, periferik olarak uygulanan apelin-13’tin de CCK araciligiyla kapsaisine
duyarli vagal afferentlerin uyarilmasi sonucu GI motor fonksiyonlar: inhibe ettigi ortaya
koyulmustur (Bulbul ve ark., 2017). Ayrica, apelinin glukoz kullanimini arttiric etkisi
ile iligkili bir c¢alismada, apelinin ESS noéronlar1 {izerinde bulunan reseptorleri
aracilifiyla NO miktarint arttirarak bagirsak kontraksiyonunu azalttigt bulunmustur

(Fournel ve ark., 2017).

In vitro olarak, apelin-13’iin mide hiicrelerinin proliferasyonunu arttirdigi gozlenmistir
(Wang ve ark., 2009). Benzer sekilde, ekzojen apelin-13’tin tiim gastrointestinal
dokularda apoptozisi ve DNA hasarini baskiladig1 tespit edilmistir (Antushevich ve ark.,
2013). Ayrica laboratuarlarimizda yapilan ¢aligmalarda, apelinin stres ile olusturulan
tilser modelinde hem korunma hem de iyilesme mekanizmalarinda gorev aldigi
gosterilmistir. Kan akimini, PGE; ve NO {iretimini, anjiyogenezde baslica rol oynayan
bir biiyiime faktorii olan VEGF’nin ekspresyonunu ve LPO’yu diizenleyerek mide
mukozal bariyerin giiclendirilmesini ve yenilenmesini sagladigi saptanmistir (lzgut-
Uysal ve ark., 2014; Birsen ve ark., 2017). Elde ettigimiz bulgular ve literatiirdeki
bilgiler apelinin, sistemik dolasim yoluyla subfornikal organa etki ederek ya da duysal
noronlar araciliiyla vago-vagal refleks mekanizmalar tetikleyerek, GIS’de korunmay1

saglayici salgl ve motor fonksiyonlari diizenleyebilecegini diisiindiirmektedir.

2.3.5. Apelin/APJ Sistemi ve iskemi/Reperfiizyon Hasar1
Morbidite ve mortalite ile sonuclanabilen mide I/R hasari, 6nemli bir klinik problemdir
(Wu ve ark., 2017a). Bu nedenle, gesitli mekanizmalarin aktivasyonu ile ortaya ¢ikan
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I/R hasarina kars1 korunmayi saglayacak farkli terapdtik ajanlarin kesfi onem
kazanmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, mide I/R hasarina karst Ang II, oreksin-A, CCK
ve grelin gibi peptitlerin koruyucu etkileri gosterilmistir (El Eter ve ark., 2007; Bulbul
ve ark., 2008; Zhang ve ark., 2008; Sgambato ve ark., 2016). Son yillarda anjiyogenez,
aterosklerozis, hipertansiyon ve koroner kalp hastaliklar1 gibi pek ¢ok patolojik siiregte
rol aldigr gosterilmis olan apelin/APJ sisteminin, /R hasarina karsi korunma

mekanizmalarinda da bir mediyator oldugu dikkat ¢ekmektedir (Yang ve ark., 2015b).

Apelinin o6zellikle kalpte ve beyinde I/R hasarini azalttigi bilinmektedir. Apelin-yoksun
fareler, I/R hasarina kars: daha hassastir (Wang ve ark., 2013). In vitro ve in vivo
caligmalarda, apelin-13 ve -36’nin PI3K/Akt ve p44/42 sinyal yolaklari araciligi ile
hasar alanin1 azaltarak kalp ve sinir koruyucu olduklar1 gosterilmistir (Yang ve ark.,
2014; Ishimaru ve ark., 2017). Apelin, I/R hasarina kars1 koruyucu etkilerini Akt’in hem
miktarint hem de aktivitesini diizenleyerek gostermektedir. Apelin SOD, eNOS ve
ERK1/2 ekspresyonlarini arttirmakta; TNF-a gibi sitokinlerin ekspresyonlarini ise
baskilamaktadir (Yang ve ark., 2014). Boylece apelin, antioksidan kapasiteyi arttirarak
bir yandan oksidatif stresi, inflamasyonu ve apoptozisi baskilamakta; bir yandan da
LPO’yu onleyerek hiicre membraninin stabilizasyonunu saglamaktadir (Azizi ve ark.,
2013; Pisarenko ve ark., 2014; Pisarenko ve ark., 2015; Xin ve ark., 2015). In vivo
olarak yapilan I/R ¢aligmalarinda, apelin-13 uygulamasinin, NO araciligiyla kan
akimmin artigint saglayarak hasari azalttigi gozlenmistir (Rastaldo ve ark., 2011).
Apelin-13’iin, Bax ve kaspaz-3’iin baskilanmasini, Bcl-2’nin uyarilmasini saglayarak
beyin infarkt alanini azaltarak norolojik bozukluklart diizelttigi gosterilmistir (Khaksari
ve ark., 2012). Beyin hiicrelerinde azalan kan akimi, beyin hasarmin en Onemli
sebebidir. Bu nedenle apelinin 6zellikle felgli hastalarda terapdtik bir hedef olabilecegi
distiniilmektedir (Khaksari ve ark., 2012). Apelin-13’iin I/R hasarina karsi bobrek ve
karacigerde, beyin ve kalpte gozlenen etkilere benzer sekilde lipid peroksidasyonunu
azalttigit ve fonksiyonlarin1 diizelttigi gozlenmekle beraber bu etkilerini hangi

mekanizmalar iizerinden gerceklestirdigi tam olarak acik degildir (Yang ve ark., 2015b).
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Amac ve Hipotez
Calismamiz, apelinin I/R hasarina karsi mideyi koruyucu etkisinde, n. vagus’un ve
kapsaisine duyarli afferent liflerin rol alip almadiklarinin arastirilmasi amaciyla

planlanmustir.
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamiz, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji ve Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dallar1 Laboratuarlari’nda gergeklestirilmistir. Deneylerde Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurul onay1r (Onay tarihi: 22.12.2014, Protokol No: 2014.12.08) Akdeniz
Universitesi Deney Hayvanlari Unitesi’nden temin edilen eriskin erkek 250-300 g
agirliginda 108 adet Wistar sican kullanilmistir. Sicanlar tel kafeslerde standart
laboratuar yemi ve musluk suyu ile beslenmis ve deneye baslamadan once her sigan

tartilarak canli agirligi kaydedilmistir.

3.1. Apelinin etkin dozunun belirlenmesi

Apelin-13’in etkin dozunu belirlemek amaciyla doz galismasi yapilmistir. Bu amagla
literatiir bilgileri esas alinarak farkli dozlarda apelin-13, projede belirtildigi gibi
intragastrik (i.g.) yolla siganlara uygulanmig ve apelinin I/R’ye bagli kan akimindaki
degisiklige ve lezyon miktarma etkisi incelenmistir. Ancak herhangi bir etki tespit
edilemedigi icin apelinin i.v. olarak uygulanmasina karar verilmistir. Yapilan doz
caligmasinda, literatiir bilgisi esas alinarak farkli dozlarda apelin, /R 6ncesinde kuyruk
veninden (i.v.) uygulanmistir (n=4). Mukozal kan akim1 ve lezyon indeksi esas alinarak
yapilan degerlendirmede, hem iskemi (2 nmol/kg) hem de reperfiizyonun (2 nmol/kg)
hemen Oncesinde i.v. olarak uygulanan apelinin, en fazla koruyucu etkiyi gosterdigi

tespit edilerek ¢alismada bu doz kullanilmistir.

3.2. Gruplandirma ve Deney Protokolii

Sicanlar, su alimi1 serbest olacak sekilde, 18 saat a¢ birakildiktan sonra deneye alinmistir.
Calismamizda, apelinin etki mekanizmasinda n. vagusun roliinii belirlemek igin
subdiyafragmatik vagotomi, kapsaisine duyarli duysal sinirlerin roliinii belirlemek icin
yiiksek doz kapsaisin ile denervasyon ve CCK’nin roliiniin belirlenmesi i¢in de CCK’nin
tip A reseptdr (CCKA reseptdrii) antagonisti olan lorglumide uygulamasi yapilmistir.
Cerrahi islemler, 10 mg/kg ksilazin ve 90 mg/kg ketamin aneztezisi altinda

gergeklestirilmistir.
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3.2.1. Deney gruplari
1) Kontrol Grubu (n=12): Hayvanlar anestezi altinda iken, orta hat kesisi ile ¢olyak

arter ag1ga ¢ikarilmis ve 3,5 saat boyunca herhangi bir islem uygulanmamustir.

2) Iskemi/Reperfiizyon Grubu (I/R, n=12): Hayvanlar anestezi altinda iken ¢oliyak
arter agiga c¢ikarilmis ve klemple kapatilarak 30 dk boyunca kan akimi durdurulmus
(iskemi), siire sonunda klemp alinarak kan akimimin akisi yeniden saglanmistir. Bu

sekilde 3 saat reperfiizyon uygulanmistir.

3) Vagotomi+I/R Grubu (VAG+I/R, n=12): N. vagusun etkisini ortadan kaldirmak
icin siganlara bilateral subdiyafragmatik vagotomi yapilmistir. Anestezi altindaki
sicanlarda, orta hat kesisi ile sinirleri ¢evreleyen 6zofageal bag doku diseke edildikten
sonra, vagal sinirlerin subdiyafragmatik alt dallar1 kesilmis ve kesi kapatilmistir.

Vagotomiden 1 hafta sonra I/R uygulanmistir.

4) Kapsaisin+I/R Grubu (KAP+I/R, n=12): Afferent duysal sinirlerin denervasyonlari
yiiksek doz kapsaisin uygulanarak gergeklestirilmistir (Takeuchi ve ark., 1994). %10
etanol, %10 Tween-80 ve %80 serum fizyolojik (v/v/v) igeren bir soliisyon iginde
hazirlanan kapsaisin, 500 ul’lik hacimde siganlara uygulanmistir. Kapsaisin, 1. giin 25
mg/kg, 2. ve 3. giin ise 50 mg/kg (toplam doz 125 mg/kg) dozunda olacak sekilde ii¢
giinliik bir peryotta s.c. olarak uygulanmistir. I/R islemi denervasyondan 2 hafta sonra

gerceklestirilmistir.

5) CCK-A reseptorii antagonisti+I/R Grubu (LORG+I/R, n=12): Apelinin mide
koruyucu etkisinde CCK’in roliinii gostermek amaciyla, CCK’nin mide koruyucu
etkisinde gorevli CCK-A reseptoriiniin antagonisti olan lorglumide kullanilarak
CCK’nin etkisi bloke edilmistir. Bunun i¢in, 500 pl salin iginde olacak sekilde 5 mg/kg
dozunda hazirlanan lorglumide (stok soliisyon DMSO:PBS (2:1) iginde hazirlanmigtir)
I/R’den 30 dk once i.p. olarak uygulanmistir (West ve ark., 2003). Uygulamadan 30 dk

sonra I/R gerceklestirilmistir.
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6) Apelin+l/R Grubu (AP+I/R, n=12): Doz calismasi ile belirlenen miktarda apelin-
13 (2 nmol/kg, serum fizyolojik i¢inde), 200 ul olacak sekilde hem iskemi, hem de

reperfiizyonun hemen 6ncesinde kuyruk veninden uygulanmustir.

7) Vagotomi+apelin+tl/R  Grubu (VAG+AP+I/R, n=12): Subdiyafragmatik
vagotomiden 1 hafta sonra, anestezi altindaki siganlara apelin-13 (2 nmol/kg), hem

iskemi, hem de reperfiizyonun hemen 6ncesinde i.v. olarak uygulanmistir

8) Kapsaisin+apelin+I/R Grubu (KAP+AP+I/R, n=12): Kapsaisin ile afferent duysal
sinirlerin denervasyonundan 2 hafta sonra, anestezi yapilan siganlara apelin-13, hem

iskemi, hem de reperfiizyonun hemen oncesinde i.v. olarak uygulanmistir

9) CCK-A reseptor antagonisti+apelin+l/R Grubu (LORG+AP+I/R, n=12):
Anestezi altindaki siganlara I/R’den 30 dakika 6nce lorglumide, 5 mg/kg dozunda i.p.
olarak uygulanmistir (Cross ve ark., 1998; West ve ark., 2003). Siire sonunda I/R
gerceklestirilmistir. Siganlara apelin-13, i.v. olarak hem iskemi, hem de reperfiizyonun

hemen 6ncesinde uygulanmustir.

Tiim gruplarda, mukozal kan akimi Olgiilen hayvanlarin portal venlerinden kan
alinmistir. EDTA’]1 tiipe alinan kan, 5 000 g’de 15 dk santrifiij edilerek plazma ayrilmis
ve analiz yapilincaya kadar -80°C de saklanmistir. Ardindan mideler alinip, buzda
bekletilen fizyolojik serum icinde yikanmis ve lezyon seviyelerini belirlemek {izere
mukozanin fotograflar ¢ekilmistir. Parametrelerin tayinlerinde kullanilmak iizere mide
uygun biiyiiklikte pargalara ayrilarak -80°C’de saklanmistir. Sigcanlarda mide
dokulariin toplanmasini takiben transkardiyak perfiizyon yapilarak beyin sap1 ornekleri

alinmis ve %10’luk formalin fiksatifine konulmustur.

3.3. Parametrelerin Tayini

3.3.1. Mukozal Kan Akiminin Ol¢iimii

Midede mukozal kan akimi 6l¢iimii i¢in Lazer Doppler Akimdlgeri (LDF 100C, Model
TSD145, Biopac) kullanilmistir. Kan akimmin 06l¢iimii, dokuya gonderilen
monokromatik lazer isinlarinin dokudan yansidiktan sonra toplanan bdliimiine ait

spektrum degisimlerinin analiz edilmesi esasina dayanmaktadir. Akimélcerde yer alan
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optik fiberlerden 635 nm dalga boyundaki lazer 15181 dokuya gonderilir ve hareketli kan
hiicreleri tarafindan geri sacilan 1sinlar alic1 fiber tarafindan toplanir. Dalga boyundaki
degisimin  biiyikligiic. ve frekans dagilimi  hareketli  hiicrelerin  hizinin

degerlendirilmesinde kullanilmaktadir.

Ksilazin-ketamin anestezisi altindaki hayvanlarin mideleri, I/R’u takiben agiga
cikartlmistir. Biiyiik kurvatiir boyunca mide agildiktan sonra mukoza, fizyolojik serum
ile yikanarak mide igeriginden temizlenmistir. Kan akimi 6l¢limiiniin, hayvanin solunum
hareketlerinden etkilenmemesi i¢in mide 6zel bir aparata sabitlenmistir. Lazer doppler
probu bir manipiilator araciligi ile sabit hale getirilmis ve mide mukoza yilizeyine 0,5
mm uzaklikta konumlandirilmistir. Optik prob ile oksintik mukoza tizerindeki alt1 farkli
noktadan 1'er dakikalik kayit alinmistir. MP100 programi ile voltaj sinyali olarak alinan
kayitlarin ortalamasi bir hayvan i¢cin mukozal kan akim hiz1 degeri olarak belirlenmistir.

Sonuglar kan perfiizyon iinitesi (BPU) olarak ifade edilmistir.

3.3.2. Lezyon Indeksinin Tayini

Kan akimi odlgiildiikten sonra deneklerin mideleri viicuttan ayrilarak ve mukoza yiizeyi
iiste gelecek sekilde bir plaka lizerine sabitlenmistir. Mukoza yiizeyinin fotografi
alimarak bilgisayara aktarilmistir. "Spot Advanced Analiz Programi” kullanilarak
mukozadaki lezyon alanlar1 (sinirlar1 belirgin hemorajik alanlar) 6l¢iilmiis ve midenin
toplam alanina boliintip 100 ile garpilarak hesaplanan % lezyon orani, ‘lezyon indeksi’

olarak ifade edilmistir.

3.3.3. Mukus Miktarmin Tayini

Mukus miktar1 Alcian blue baglama kapasitesi ile belirlenmistir (Corne ve ark., 1974).
Deney sonunda toplanan midelerin glanduler kisimlar1 ayrilarak pH’1 5 olan 0,05 M
sodyum asetat ile tamponlu 0,16 M’lik sukrozda 0,1% w/v oraninda hazirlanmisg 10 ml
alcian blue solusyonuna koyulmustur. Dokular 2 saat alcian blue ile muamele edilmis ve
dokulardaki fazla boya iki kere 10 ml 0,25 M’lik sukrozda c¢alkalanarak
uzaklagtirllmigtir. Gastrik duvar mukusuna bagli boya, 2 saat boyunca yarim saat
araliklar ile 10 ml 0,5 M’lik magnezyum kloriir ile ekstrakte edilmistir. Daha sonra mavi

renkli ekstrakt dietil eter ile ¢alkalanmis ve olusan emiilsiyon 3000 rpm’de 10 dk
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santrifiijlenmistir. Akoz tabakanin 580 nm’deki absorbansi 6l¢iilmiistiir. Yas dokudan

ekstrakte edilen mukusun bagladigi alcian blue miktart mg/g doku olarak hesaplanmuistir.

3.3.4. Miyeloperoksidaz Aktivitesinin Tayini

Bir Unite enzim aktivitesi, 1 dk’da olusan Uriin miktar1 ile ifade edilmistir. O-dianisidin
dihidroklorid, miyeloperoksidaz (MPQO) enzimi ve H;O;’nin bulundugu ortamda
oksitlenmekte ve oksidasyon iiriinii olarak mavi renkli bir bilesik olugsmaktadir. Yontem,
mavi renkli bu bilesigin neden oldugu absorbans degisiminin 1 dk siiresince 460 nm’de

spektrofotometrik olarak &lglilmesi esasina dayanmaktadir.

Kullanilan reaktifler ve kimyasallar

Fosfat tamponu: 50 mM fosfat tampon soliisyonu (PBS, invitrogen-00-3002) (pH:6,0).
Homojenizasyon tamponu: 50 mM PBS tamponu (pH:6) ig¢inde %0,5 oraninda
hekzadesil trimetil amonyum bromiir (HTAB, Sigma, H-5882) icermektedir.

Reaksiyon tamponu: 50 mM PBS tamponu (pH:6) i¢inde 0,167 mg/ml o-dianisidin
dihidroklorid ve % 0,0005 H,0, i¢ermektedir.

Mide dokusu 0,5 g doku/10 ml olarak homojenizasyon tamponu iginde homojenize
edildikten (Pro 200, Pro Scientific Inc. Oxford CT, USA) sonra elde edilen homojenat
40.000 rpm’de, 4°C’de 15 dk santrifiij edilmistir, Siipernatandaki protein miktari,
protein Kiti (Pearce-comasie plus-23236) kullanilarak belirlendikten sonra, homojenattan
100 pl alinmig ve tizerine 2,9 ml reaksiyon tamponu eklenerek spektrofotometrede 460
nm’de 1 dk siiresince absorbans degisimi okunmustur. Absorbans degisimi, {iriiniin
molar absorblama katsayisina (1,13x10"4) oranlanarak enzim aktivitesi hesaplanmistir.
MPO enzim aktivitesi, protein degerleri ile normalize edilerek, mU/mg protein seklinde

ifade edilmistir.

3.3.5. Tiimér Nekrozis Faktor-o Miktariin Tayini

TNF-a miktar1 spesifik kat: faz enzime bagli immiinosorbent kiti (ELISA) (invitrogen,
KRC3012) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Ticari kitte bulunan immiinoplate, sigana spesifik
poliklonal TNF-a antikoru ile kaplidir. Numune kuyucuklara uygulandiginda numunede
bulunan TNF-o antijeni, bu antikora baglanmaktadir. Sonrasinda TNF-o’ya ozel

biyotinli poliklonal antikoru ilave edildiginde, bu antikor numunede bulunan TNF-a

43



antijenine baglanmaktadir. Enzim bagli sekonder antikor ortama ilave edildiginde
(streptavidin-HRP) ise, biyotinli konjugata baglanmaktadir. Son olarak plate’e substrat
eklendiginde (TMB), sekonder antikora bagli enzimle etkilesime girerek renkli bir
bilesik olugsmaktadir. Renkli bilesigin 450 nm'de Slgiilen absorbansi, numunedeki TNF-

o miktarmin bir gostergesidir.

Kullamilan reaktifler ve kimyasallar
Homojenizasyon tamponu: 10 mM Tris HCI (Sigma, T5941), 150 mM NaCl (Merck,
1.06404) ve % 1 Triton X-100 (Sigma, 9002-93-1), pH: 7,4.

Mide dokular1 1 g/ml olacak sekilde homojenizasyon tamponunda (10 mM Tris HCI,
pH:7,5) homojenize edilmistir. Homojenatlar 13.000 g’de 10 dk santrifiij edilerek
siipernatanlar1 ayrilmis ve siipernatanlarda protein miktar1 belirlenmistir. Uretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda standart calismasi yapilmis, konsantrasyonu bilinen
TNF-a standartlarinin verdigi absorbans degerleri ile standart grafigi elde edilmistir.
Numunelerde dilusyon ¢alismasi yapilarak, numunelerin standartlara ait konsantrasyon-
absorbans grafiginin siurlari i¢inde oldugu dogrulanmig, numunelerde kit protokoliine
uygun olarak Ol¢im yapilmistir. Numunelerin TNF-a icerigi standart grafigine gore
hesaplanmistir. Sonugclar protein degerleri ile normalize edilerek TNF-o miktar1 pg/mg

protein olarak ifade edilmistir.

3.3.6. Lipid Peroksidasyon Miktarmin Tayini

Lipid peroksidasyonu, kolorimetrik kit (OxisResearch-Bioxytech-LPO-586) kullanilarak
dl¢iilmiistiir. Ol¢iimiin prensibi, hidroperoksitlerin, ortamda bulunan ferrdz iyonlar ile
reaksiyona girerek ferrik iyonlarini1 olusturmasi esasina dayanmaktadir. Ticari kit i¢cinde
bulunan kromojenik ayirag amonyum tiyosiyanat (R2), bu olusan ferrik iyonlarin
analizine olanak saglamakta ve 500 nm'de maksimum absorbans veren stabil kromofor

olusturmaktadir.

Kullanilan reaktifler ve kimyasallar
Homojenizasyon tamponu: pH’1 7,4 olan 10 mM’lik fosfat tampon soliisyonu (PBS,
invitrogen-00-3002)’den olugsmaktadir.
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Mide ornekleri, 1 g doku/10 ml olarak homojenizasyon tamponu ile homojenize
edildikten sonra, 8000 g’de 4°C’de 10 dk santrifiij edilmis ve ayrilan siipernatant
ependorf tlipiine alinmistir. Homojenatlardan lipid hidroperoksitlerinin ekstraksiyonu
i¢cin Oncelikle 50 pul supernatant esit hacimde Extract R ile karistirilarak vortekslenmis,
ardindan 1 ml kloroform ile karistirnlmigtir. Olusan karisim 1500 g’de 5 dk
santrifiijlenerek fazlarm ayrimi saglanmis ve alttaki kloroform fazi baska bir tiipe
aktarilmistir. 500 pl kloroform fazi, 450 pl kloroform-metanol fazi ile birlestirilerek
tizerine 50 ul chromogen (esit hacimde FTS reagent 1 ve FTS reagent 2 karigimi)
eklenerek 500 nm’de absorbans Olglilmiistiir. 500 nm’de hidroperoksitlerin bilinen
konsantrasyonlarinin  absorbanslart okunarak, standart grafigi elde edilmistir.
Numunelerin igerigi standart grafige gore hesaplanmistir. Sonuglar protein degerleri ile

normalize edilerek, lipid peroksidasyonu nmol/mg protein olarak ifade edilmistir.

3.3.7. NTS ve DMN’de cfos ekspresyonunun immunohistokimyasal olarak
belirlenmesi

Numunedeki cfos proteinin immunoreaktivitesinin belirlenmesi, bu proteine spesifik
antikor ile muamelesi esasina dayanmaktadir. Standart doku takibi sonrasinda belli
kalinliklarda alinan kesitler, proteine spesifik primer antikor ile inkiibe edilmektedir.
Boylece primer antikor doku kesiti iizerindeki spesifik antijenine baglanarak antijen-
antikor kompleksi olugsmaktadir. Ortama enzim-konjuge sekonder antikor eklendiginde,
sekonder antikor, antijen-antikor kompleksine baglanmaktadir. Sekonder antikora
konjuge enzimin substrati eklendiginde ise renk olusumu katalizlenerek antijen-antikor

kompleksinin yeri belirlenmektedir.

Sicanlarin  beyin sap1 Ornekleri, %10’luk formalin fiksatifinde (10:1 v/v distile
su/%37’lik formalin) 24 saat tespit edilmistir. Siire sonunda 6-7 saat musluk suyunda
yikanan dokular, sira ile konsantrasyonu artan %70, %80, %90 ve %100’lik alkol
serilerinde 24’er saat tutularak dehidrasyon isleminden gecirilmistir. Ksilol i¢inde 3 defa
5-7’ser dakika bekletilerek seffaflastirilmis parafin banyosundaki dokular, etiivde (58°C)
3 defa 1’er saat tutulduktan sonra, oda sicakliginda temiz erimis parafinde bloklanmustir.
Parafin bloklardan pozitif yiikle yiiklenmis stiperfrost lamlar {izerine Paxinos ve Watson
sigan beyin atlasina géore DMN ve NTS (bregma, -13.68 ile -14.08 arasinda) alanlarindan
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5 um kalmhginda kesitler almmistir. Kesitler oda 1sisinda kurutulmus ve 60 °C’lik
etiivde gece boyu tutulmustur. Kesitler iki defa 10’ar dk ksilolde tutularak deparafinize
olmalar1 saglanmistir. Daha sonra 5’er dk siiresince, azalan alkol serilerinden (%2100,
%90, %80, %70) gecirilerek rehidrate edilmis ve 5 dk boyunca ¢esme suyu iginde
tutulmustur. Daha sonra taze hazirlanan %2,1°lik borik asit (pH:7,2) soliisyonuna
konulan kesitler 60°C’lik etiivde 1 gece bekletilerek antijenik epitoplarin agiga ¢ikmasi
saglanmistir. Ertesi giin, membrane permeabilizasyonunu arttirmak amaciyla %0,2’lik
Triton X-100 (10 mM’lik PBS i¢inde hazirlanan) deterjani i¢inde 30 dk bekletilmis ve
ardindan dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini gidermek icin kesitler %3’liikk H,0,
soliisyonunda 20 dk tutulmustur. Uc kere 5 dk PBS ile yikanan kesitlerin etrafi
hidrofobik kalem ile ¢izilmistir ve kesitler UV blok ile 7 dk inkiibe edilerek 6zgiil
olmayan baglanmalar engellenmigstir. Siire bitiminde kesitlerin iizerine PBS igerisinde
1:100 diliisyonda hazirlanan cfos primer antikoru (Abcam, ab63444) damlatilmis ve 3
gece boyunca +4°C’de inkiibe edilmistir. Negatif kontrol olarak uygun fare ya da tavsan
serumu cfos antikorundaki IgG miktart ile ayni konsantrasyonda olacak sekilde
kullanilmistir. Kesitler siire sonunda 3 defa 5’er dk PBS ile yikama islemini takiben PBS
icerisinde hazirlanan 1:500 diliisyonlu biyotin ile isaretlenmis sekonder antikor (Vector,
BA-1000) ile oda 1sisinda 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. U¢ defa 5 dk PBS ile
yikanan Kesitlere peroksidaz konjuge streptavidin damlatilmis ve 20 dk oda isisinda
inkiibe edilmistir. PBS ile 3 defa 5 dk yikamayi takiben kesitlere Diamino benzidin
(DAB) soliisyonu damlatilmis ve mikroskop altinda antijen-antikor kompleksleri
kahverengi reaksiyon verinceye kadar beklenmistir. Kesitler suya alinarak reaksiyon
sonlandirilmistir. Sonrasinda Mayer’in  hematoksileni ile boyanan kesitler c¢esme
suyunda yikanmig, Kaiser jelatin kapatma soliisyonu ile kapatilmigtir. Ortaya cikan
kromojenik reaksiyon 1s1ik mikroskobu altinda incelenerek, cfos boyama yogunluklari

Image J programinda hesaplanmustir.

3.3.8. Kalsitonin Gen Iliskili Peptit Miktarinin Tayini

Midedeki CGRP miktart EIA kiti (SPI-BIO-A05482) kullanilarak ol¢iilmistiir. Kit
icinde bulunan plate, CGRP’ye 06zgii monoklonal antikor ile kaplidir. Bu antikor
orneklerde veya standartlarda bulunabilecek CGRP’ye spesifik olarak baglanmaktadir.
Kuyucuklara eklenen asetilkolinesteraz (AChE)-Fab konjugatt CGRP molekiillerinin
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farkli epitoplarma baglanmaktadir. Boylece CGRP molekiillerinin farkli bodlgelerine
baglanarak ¢ift antikorlu sandvi¢ modeli olugur. Ellman’s reaktifi kullanilarak AChE’nin
enzimatik aktivitesinin Slgiimii ile CGRP konsantrasyonu belirlenir. AChE tracer’
Ellman’s reaktifine baglanarak sar1 renkli bir bilesik olusumunu saglar ve analiz bu sar1
renkli bilesigin absorbansinin 405 nm’de spektrofotometrik olarak tayinine

dayanmaktadir.

Kullanilan reaktifler ve kimyasallar

Homojenizasyon tamponu: 2 N asetik asit icermektedir.

250 mg/2,5 ml olacak sekilde homojenizasyon tamponunda, mide dokular1 buz tizerinde
homojenize edilmistir. Ardindan 90°C’de 10 dk kaynatilmistir. Orneklerden CGRP
ekstraksiyonu i¢in C-18 ters faz kolonlar kullanilmistir. Kolonlarin aktive edilmesi i¢in
kolonlardan 5 ml metanol ve 10 ml distile su gegirilmistir. 1:4 oraninda %4’liikk asetik
asit ile diliie edilen 6rnekler (500 pl) kolona yiiklenmistir. Kolonlar 10 ml %4’ ik asetik
asit ile yikandiktan sonra, kolonlara tutunmus olan CGRP, %4’liikk asetik asit ile
hazirlanan 3 ml metanol:su (90:10) karisimu ile eliie edilmistir. Eliisyonlar nitrojen gazi
altinda tamamen ucgurulmustur. Ucgurma isleminin ardindan tiipiin dibinde kalan
kalintilar, assay tamponunda ¢oziilerek kite uygulanmistir. Kitte belirtilen protokol
dogrultusunda standartlarin konsantrasyon-absorbans grafiklerinden, dérneklerde bulunan

CGRP miktarlar1 ng/mg protein olarak tespit edilmistir.

3.3.9. Prostaglandin E, Miktarinin Tayini

PGE; miktar1 spesifik enzim immiinoassay (EIA) kiti (Cayman 514010) kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. Bu yontem, az miktarda bulunan PGE; antikoru i¢in, numunedeki PGE; ile
kitte verilen PGEj-asetilkolinesteraz (AChe) konjugatinin (PGE; tracer) yarigmasi
esasina dayanmaktadir. PGE; tracer miktar1 sabit tutularak, numunedeki PGE; miktarina
yaklagim yapilmaktadir. Eslesen antikor-PGE, kompleksi, kuyucuklardaki poliklonal
anti-mouse IgG'ye baglanmaktadir. Yikamayla, baglanmayan molekiiller uzaklastirilir.
Ortama AChe substratini iceren Ellman's ayiraci eklendigi zaman sar1 renkli bir bilesik
olusmaktadir. Kuyucuktaki sari rengin 405 nm'de Olgiilen absorbansi, kuyucuga

baglanan PGE, tracer miktarm verir. Olgiilen absorbans degeri, dolayli olarak
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numunedeki PGE; miktarinin da bir gostergesidir. Renk yogunlugu, numunedeki PGE;

konsantrasyonu ile ters orantilidir.

Kullanilan reaktifler ve kimyasallar

Homojenizasyon tamponu: 0,1 M fosfat tampon soliisyonu (PBS, Invitrogen-00-3002),
pH:7,4, 1 mM etilen diamin tetra asetikasit (EDTA, Sigma EDS-100) ve 10 uM
indometazin (Sigma-17378) igermektedir.

Mide dokulari, 1 gr doku/5 ml olarak homojenizasyon tamponu i¢inde homojenize
edilmistir (Pro 200, Pro Scientific Inc.Oxford CT, USA). Homojenatlardan 8.000 g'de
10 dk santrifiij sonrasi elde edilen siipernatanlarda protein 6lg¢timii yapilmistir. PGE;'nin
bilinen konsantrasyonlarinin 450 nm'deki absorbans degerleri kullanilarak PGE; standart
grafigi elde edilmistir. Numuneler ile dilusyon c¢alismasi yapildiktan sonra, Kit
protokoliine uygun sekilde oOl¢iim yapilmistir. Elde edilen absorbans degerleri
kullanilarak, numunelerin PGE; igerigi standart grafigine gore hesaplanmistir. Sonuglar

protein degerleri ile normalize edilerek, degerler ng/mg protein olarak ifade edilmistir.

3.3.10. Nitrik Oksit Miktarmmn Tayini

Mide dokusunda bulunan toplam NO miktar1, nitrit ve nitrat oranlarinin toplami olarak
ifade edilmektedir. Orneklerdeki NO miktari, Griess metodunu esas alan bir ticari
kolorimetrik kit (Cayman-780001) aracilig1 ile 6lgiilmistiir. Kullanilan kit iki asamali
bir ydéntemle toplam nitrit/nitrat konsantrasyonunu lgmektedir. ilk basamakta nitrat
rediiktaz enzimi ile NO3, NO,’e déniistiiriiliir. Ikinci basamakta ise ortama eklenen
Griess reaktifleri NO,’i koyu mor renkli bir azot bilesenine ¢evirir. Renkli bilesenin 540

nm’de Ol¢iilen absorbansi total NO,  miktarin1 vermektedir.

Kullanilan reaktifler ve kimyasallar
Homojenizasyon tamponu: pH’1 7,4 olan 10 mM’lik fosfat tampon soliisyonu (PBS,

invitrogen-00-3002)’den olusmaktadir.

Mide dokusu 6rnegi, 1 g doku/10 ml olacak sekilde fosfat tamponu igine konulduktan
sonra buz iizerinde homojenize edilmistir (Pro 200, Pro Scientific Inc.Oxford CT,

USA.). Homojenatlar 10.000 g'de 20 dk santrifiij edilmis ve 500 pl siipernatant alinarak,
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30 kDa’luk filtrelerden (15.000 g’de 15 dk santrifiij ile) gecirilmistir. Supernatantlarin
protein igerikleri belirlendikten sonra, kitte verilmis olan protokol dogrultusunda, NO3’
'nin bilinen konsantrasyonlarinin 540 nm'deki absorbans degerleri kullanilarak nitrit
standart grafigi elde edilmistir. Filtre edilen 6rnekler ile dilusyon ¢alismasi yapilarak,
numunelerin derisimlerinin standartlara ait elde edilen konsantrasyon-absorbans
grafiginin sinirlart i¢inde oldugu dogrulandiktan sonra plate’e yiiklenmis ve nitrat
rediiktaz enzimiyle oda 1sisinda 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda plate’e
Griess reaktifleri eklenmis ve 10 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra 540 nm’de
spektrofotometrik olarak okunmustur. Numunelerin NO;  icerigi standart grafigine gore
hesaplanmistir. Sonuglar protein degerleri ile normalize edilerek NOx miktart nmol/g

protein olarak ifade edilmistir.

3.3.11. Plazma Kolesistokinin Seviyelerinin Tayini

CCK miktari spesifik solid phase Enzyme Linked-Immuno Sorbent Assay (ELISA) Kiti
(Phoenix Pharmaceuticals- EKE-069-04) kullanilarak olgiilmiistiir. Kit igerisinde
bulunan immunoplate, sekonder antikor ile kaplidir ve sekonder antikor primer
antikorun Fc fragmentine baglanabilir. Primer antikorun Fab fragmenti ise biyotinlenmis
peptit, standart peptit ya da Ornekteki hedef peptit ile yarismali olarak baglanabilir.
Biyotinlenmis peptit ise streptavidin-horseradish peroxidase (SA-HRP) ile etkilesime
girmektedir. SA-HRP, substrat soliisyonunu katalizleyerek sar1 renkli bilesik olusumunu
saglar. Sar1 rengin yogunlugu direkt olarak biyotinli peptit-SA-HRP kompleksinin
miktar1 ile iliskilidir. Ornekteki hedef peptit, konsantrasyonlar: bilinen standart

peptitlerin 450 nm’deki absorbanslarina gore gizilen grafige gore hesaplanmaktadir.

Uretici firmanm talimatlar1 dogrultusunda standart ¢alismasi yapilmis, konsantrasyonu
bilinen CCK standartlarinin verdigi absorbans degerleri ile standart grafigi elde
edilmistir. Plazma ornekleri diluent buffer ile 1:1 oraninda karistirilarak, kit protokoliine
uygun sekilde Ol¢giim yapilmistir. Numunelerin CCK igerigi standart grafiine gore

hesaplanmistir. Sonuglar ng/ml olarak ifade edilmistir.
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3.4. Istatistiksel Analiz

Gruplarin ¢oklu karsilastirmalar1 igin Kruskal-Wallis VVaryans Analizi kullanilirken, ikili
karsilagtirmalarda Mann-Whitney U Testi kullanmilmistir. Sonuglar ortalama+tstandart
sapma seklinde ifade edilerek, p<0,05’i saglayan degerler istatistiksel ag¢idan anlamli

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Apelinin Etkin Dozunun Belirlenmesi

Apelinin I/R’ye kars1 koruyucu etki gosterebilecegi dozu saptayabilmek igin yapilan 6n
calismada, farkli dozlarda serum fizyolojik i¢inde hazirlanan apelin-13 i.v. olarak iskemi
ve reperfiizyon Oncesinde sicanlara verilmistir. Iskemi ve reperfiizyon &ncesinde 2
nmol/kg v.a. (2+2 nmol/kg) olarak uygulanan apelin-13, I/R’ye bagli olarak mukozal

kan akimindaki azalmayi ve lezyon olusumunu onlemistir (Sekil 4.1A ve B).
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Sekil 4.1. Apelinin doza bagh olarak, A. Mukozal kan akimma etkisi; B. Lezyon indeksine etkisi.
* p<0,05 ve Apelin uygulanan gruplarda, n=4tiir.

4.2. Midede Lezyon Indeksi

Iskemi/reperfiizyon, deneklerin mide mukozasinda - %45 oraninda lezyon olusumuna
neden olmustur (p<0,001). I/R ile tetiklenen mukozal hasar, vagotomi veya kapsaisin
etkisi ile daha da artmistir (I/R grubu ile karsilastinldiginda her iki grup igin;

p<0,05°dir); ancak lorglumide uygulamasi ile degismemistir.

Apelin-13 uygulamasinin, I/R ile tetiklenen lezyon seviyesini biiyiik oranda azalttigi
gozlenmistir (p<0,01). Vagotomi ile n. vagusun, kapsaisin ile duysal liflerin ya da
lorglumide ile CCKA reseptoriiniin etkisinin ortadan kaldirildigi gruplarda, apelinin
koruyucu etkisinin azaldigi saptanmistir (AP+I/R grubu ile VAG+AP+I/R,
KAP+AP+I/R ve LORG+AP+I/R gruplar karsilastirildiginda, her ii¢ grup igin; p<0,05).
VAG+AP+I/R grubu VAG+I/R grubu ile, KAP+AP+I/R grubu KAP+I/R grubu ile
karsilastirildiginda, mukozal hasarin daha az oldugu gozlenmistir (her iki karsilastirma
igin; p<0,01) (Sekil 4.2.A ve B).
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Sekil 4.2. A. Mide mukozalarinin makroskopik goriintiileri. B. Mukozalardaki % lezyon alanlari.

p<0,05, ** p<0,01 ve *** p<0,001’dir.

*
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4.3. Midede Mukozal Kan Akim

Kontrol grubunda 866+206 BPU olarak tespit edilen mukozal kan akimi, I/R grubunda
507+195 BPU’ya azalmistir (p<0,01). Vagotomi ya da kapsaisin uygulanan I/R
gruplarinda, mukozal kan akimimin daha da azaldigi gozlenirken (her iki grup igin;
p<0,05), lorglumide uygulanan grupta degismedigi tespit edilmistir. Apelin-13 ile,
I/R’ye bagli azalmanin - %50 oraninda dnlendigi belirlenmistir (675+128 BPU, p<0,05).
Apelinin mukozal kan akimindaki I/R’ye bagli azalmayi oOnleyici etkisi, vagotomi
(VAG+AP+I/R; 506+84 BPU), kapsaisin (KAP+AP+I/R; 522+87 BPU) veya
lorglumide (LORG+AP+I/R; 360+99 BPU) ile anlamli derecede azalmistir (AP+I/R
grubu  VAG+AP+I/R ve KAP+AP+I/R ile karsilastirildiginda; p<0,01 ve
LORG+AP+I/R ile karsilagtirildiginda p<0,001°dir). VAG+I/R (333+95 BPU) ve
KAP+I/R (355+93 BPU) gruplari, apelin-13 uygulanan gruplar (VAG+AP+I/R ve
KAP+AP+I1/R) ile karsilastirildiginda, kan akiminin apelinin etkisi ile biraz daha yiiksek
oldugu saptanmustir (her iki grup i¢in; p<0,01’dir). Ancak LORG+I/R (447+123 BPU)
grubu ile LORG+AP+I/R grubu arasinda fark bulunmamustir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Apelinin midede mukozal kan akimina etkisi. * p<0,05, ** p<0,01 ve ***p<0,001"dir.
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4.4. Midede Mukus Miktar:

Kontrol grubundaki deneklerin midelerinde 96+36 ug boya/g doku olarak saptanan
mukus miktari, I/R grubunda 198+76 pg boya/g doku olarak artmig bulunmustur
(p<0,01). Ancak I/R’nin, midede mukus miktar1 {izerine bu arttiric1 etkisi, vagotomi,
kapsaisin ya da lorglumide uygulanan gruplarda azalmistir (sirasiyla 124+50 pg boya/g
doku, p<0,05; 118+22 ug boya/g doku, p<0,01 ve 56+18 ug boya/g doku, p<0,001).

Apelin-13’tin midede mukus miktarina etkisine bakildiginda, I/R’nin mukus {retimini
uyarici etkisini ortadan kaldirdigr (112+36 pg boya/g doku, p<0,05); ancak vagotomi ile
n. vagusun, kapsaisin ile duysal noronlarin denervasyonunun ya da lorglumide ile

CCKA reseptoriiniin bloke edilmesinin bu etkiyi degistirmedigi gézlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Apelinin mide dokusunda mukus miktarina etkisi. * p<0,05, ** p<0,01 ve *** p<0,001°dir.

4.5. Midede Miyeloperoksidaz Aktivitesi
Mukozadaki noétrofil birikiminin gostergesi olan MPO enzimin aktivitesi, kontrol
grubunda 24,37+7,16 U/mg protein, I/R grubunda 32,04+7,35 U/mg protein olarak
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saptanmustir (p<0,05). I/R’den 6nce vagotomi yapilmasi, duysal liflerin denervasyonu ya
da lorglumide’in kullanilmast MPO aktivitesinin daha fazla artmasina neden olmustur
(I/R grubu VAG+I/R (40,30+5,92 U/mg protein), KAP+I/R (40,86+7,29 U/mg protein)
ya da LORG+I/R (41,05+9,27 U/mg protein) gruplar ile karsilastirildiginda, p<0,05).

I/R sonucu MPO aktivitesinde gozlenen artis, apelin-13 ile ortadan kalkmistir
(23,72+6,10 U/mg protein, p<0,05). Ancak I/R’den Once vagotomi ya da kapsaisin
uygulanmasi apelinin MPO aktivitesini dustiriicii etkisini azaltmistir (AP+I/R grubu
VAG+AP+I/R grubu (36,7448,05 U/mg protein) ile karsilastirildiginda, p<0,01; AP+I/R
grubu KAP+AP+I/R grubu (30,44+9,44 U/mg protein) ile karsilastirildiginda, p<0,05).
Apelinin MPO aktivitesini azaltict etkisi vagotomi ile tamamen, kapsaisin ile kismen

onlenmistir ve lorglumide ile ise degismemistir (Sekil 4.5.).
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ekil 4.5. Apelinin mide dokusunda miyeloperoksidaz aktivitesine etkisi. * p<0,05 ve ** p<0,01’dir.
p yelop p p

4.6. Midede TNF-a Miktan

Kontrol grubunun mide dokusunda 28+7 pg/mg protein olan TNF-o miktarinin, I/R
grubunda arttig1 tespit edilmistir (35+4 pg/mg protein, p<0,05). I/R’nin midedeki TNF-a.
miktarini artirict etkisi vagotomi, kapsaisin ve lorglumide ile daha gii¢lenmistir (sirasiyla

42+8 pg/mg protein, p<0,05, 39+4 pg/mg protein, p<0,05 ve 44+10 pg/mg protein,
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p<0,05). AP+I/R grubunun TNF-o miktart (28+5 pg/mg protein) I/R grubu ile
karsilagtirildiginda, apelin-13’iin mide dokusunda TNF-a miktarini azalttig1 saptanmistir
(p<0,01). Apelinin bu etkisi, vagotomi, kapsaisin ve lorglumide ile degismemistir (Sekil
4.6.).
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Sekil 4.6. Apelinin mide dokusunda TNF-a miktarina etkisi. * p<0,05 ve ** p<0,01°dir.

4.7. Midede Lipid Peroksidasyonu

I/R sonucunda midede olusan lipid peroksidasyonu (11,86+3,70 nmol/mg protein),
kontrol grubu (6,99+2,79 nmol/mg protein) ile karsilagtirildiginda, anlamli sekilde
yiiksek oldugu gozlenmistir (p<0,01). Vagotomi ya da kapsaisin uygulamalari ile lipid
peroksidasyonunun daha da arttig1 (I/R grubu VAG+I/R grubu (15,88+4,27 nmol/mg
protein) ile ya da KAP+I/R grubu (14,47+3,47 nmol/mg protein) ile karsilastirildiginda,
p<0,05), lorglumide ile ise degismedigi gozlenmistir. I/R hasarindan dnce uygulanan
apelin-13, lipid peroksidasyonundaki I/R’ye bagl yiikselmeyi Onlemistir (8,61£1,92
nmol/mg protein, p<0,05). Apelinin bu koruyucu etkisinin, vagotomi, kapsaisin ya da
lorglumide ile azaldigi gozlenmistir (sirasiyla, 13,1543,49 nmol/mg protein, p<0,01;
14,07+1,26 nmol/mg protein, p<0,001 ve 10,12+1,81 nmol/mg protein, p<0,05) (Sekil
4.7).
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Sekil 4.7. Apelinin mide dokusunda lipid peroksidasyonuna etkisi. * p<0,05, ** p<0,01 ve ***
p<0,001"dir.

4.8. NTS ve DMN’de cfos Protein Ekspresyonlari

Apelinin, duysal lifler araciligi ile olan koruyucu etkilerini test etmek igin NTS ve
DMN’de cfos ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak belirlenmistir (Sekil 4.8 ve
4.9). Elde edilen bulgulara gore, I/R grubunda hem NTS’de hem de DMN’de cfos
ekspresyonunun kontrole gore arttigi (her iki bdlge i¢in; p<0,05) ve vagotomi ya da
kapsaisin uygulanmasi ile bu artisin biiyiik oranda ortadan kalktigi1 saptanmigtir. Apelin-
13, I/R’ye bagl cfos artisinin her iki bolgede de daha fazla olmasini saglamis, ancak
vagotomi, kapsaisin ya da lorglumide uygulanan gruplarda bu etki azalmistir (NTS’de
sirasiyla, p<0,05, p<0,01, p<0,05 ve DMN’de her ii¢ karsilastirmada da, p<0,05). Aym
zamanda kapsaisin ya da vagotomi uygulanan I/R gruplari, apelin-13 uygulanan kendi
gruplar ile karsilastirildiginda apelinin cfos ekspresyonunu arttirdigi gozlenmistir (her

iki niikleusta, her iki karsilastirma i¢in; p<0,05).
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Sekil 4.9. A. Apelinin NTS’de % cfos immiinoreaktivite yogunluguna etkisi. B. Apelinin DMN’de % cfos
immiinoreaktivite yogunluguna etkisi. * p<0,05 ve ** p<0,01’dir.
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4.9. Midede CGRP Miktar:

Kontrol grubunda CGRP miktar1 3,6+0,6 ng/mg protein olarak, I/R grubunda ise 2,8+0,6
ng/mg protein olarak bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.10). Vagotomi ya da kapsaisin
uygulamasi, CGRP miktarindaki I/R’ye bagli azalmanin daha fazla belirginlesmesine
neden olmustur (sirasiyla 1,8+0,8 ng/mg protein, p<0,05 ve 0,3+0,3 ng/mg protein,
p<0,01). I/R’den oOnce uygulanan apelin, I/R’nin neden oldugu CGRP iiretimindeki
azalmay1 ortadan kaldirarak kontrol seviyesine yiikseltmistir (3,43+0,67 ng/mg protein,
p<0,05). Ancak vagotomi, kapsaisin ya da lorglumide apelinin bu etkisini azaltmakla
birlikte (sirasiyla, 2,51+0,71 ng/mg protein, p<0,05; 0,44+0,32 ng/mg protein, p<0,001
ve 2,74+0,72 ng/mg protein, p<0,05°tir); vagotomi uygulanmisg I/R grubu, apelin
uygulanan kendi grubu ile karsilastirildiginda, apelinin anlamli sekilde CGRP miktarini

arttirdi@1 gorilmustiir (p<0,05).
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Sekil 4.10. Apelinin mide dokusunda CGRP miktarina etkisi. * p<0,05, ** p<0,01 ve *** p<0,001°dir.

4.10. Midede PGE; Miktari

I/R, midede iiretilen PGE; miktarinin 9+3 ng/mg protein’den 6+2 ng/mg proteine
azalmasina neden olmustur (p<0,05). I/R hasar1 sonucunda ortaya ¢ikan bu azalma,
vagotomi, kapsaisin ya da lorglumide uygulanan gruplarda daha da belirginlesmistir
(swrasiyla, 4+1 ng/mg protein, p<0,05, 5£1 ng/mg protein, p<0,05 ve 3+1 ng/mg protein,

60



p<0,001). Apelin-13’tiin I/R’den 6nce uygulanmasi, PGE; iiretimindeki I/R’ye bagh
azalmayr ortadan kaldirmistir (10+3 ng/mg protein, p<0,01). Ancak apelinin PGE;
tretimindeki I/R’ye bagli azalmayi Onleyici etkisinin vagotomi, Kkapsaisin ya da
lorglumide uygulanan gruplarda azaldigi gozlenmistir (sirasiyla 5+3 ng/mg protein,

p<0,01, 442 ng/mg protein, p<0,001 ve 4+1 ng/mg protein, p<0,001) (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. Apelinin mide dokusunda PGE, miktarina etkisi. * p<0,05, ** p<0,01 ve *** p<0,001’dir

4.11. Midede NO Miktari

Kontrol grubu ile I/R grubu karsilastirildiginda, midedeki NO miktarinin I/R’ye bagh
olarak anlamli sekilde arttigi gézlenmistir (Kontrol grubunda 125+33 nmol/g protein ve
I/R grubunda 222+75 nmol/g protein, p<0,01). NO tiretimindeki bu artisin, vagotomi
veya kapsaisin uygulanmasi ile daha da arttigi tespit edilmistir (sirasiyla, 370+£140
nmol/g protein, p<0,05 ve 346+130 nmol/g protein, p<0,05). Lorgumide, NO miktarinin

anlamli sekilde azalmasina neden olmustur (116+34 nmol/g protein, p<0,01).

I/R ile artan NO miktari, apelin-13 etkisi ile daha da artmistir (429+145 nmol/g protein,
p<0,01). Apelinin NO iiretimi iizerine olan uyarici etkisi vagotomi, kapsaisin ya da

lorglumide uygulanan gruplarda ortadan kalkmustir (sirasiyla, 231+68 nmol/g protein,
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p<0,01; 140+69 nmol/g protein, p<0,001 ve 164+49 nmol/g protein, p<0,001) (Sekil
4.12).
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Sekil 4.12. Apelinin mide dokusunda NO miktarina etkisi. * p<0,05, ** p<0,01 ve ***p<0,001"dir.

4.12. Plazma CCK Seviyesi

Portal plazmada CCK seviyesi, kontrol grubunda 0,63+0,18 ng/ml olarak tespit edilmis,
I/R grubunda ise belirgin olarak artmig bulunmustur (2,37+1,14 ng/ml, p<0,001). I/R’ye
bagli olarak artmis olan CCK miktarinin, vagotomi, kapsaisin veya lorglumide
uygulanan I/R gruplarinda daha fazla yiikseldigi saptanmistir (sirasiyla 3,51+0,77 ng/ml,
p<0,05; 3,52+1,48 ng/ml, p<0,05 ve 5,35+2,1 ng/ml, p<0,01). I/R ile artmis olan CCK
miktar1, I/R 6ncesinde verilen apelin-13’iin etkisi ile daha da artmustir (4,19+£2,04 ng/ml,
p<0,05). Kapsaisin uygulamasi, CCK miktarinin daha da artmasina neden olmus
(AP+I/R grubu KAP+AP+I/R grubu ile karsilastirildiginda, p<0.05), vagotomi ve

lorglumide ise etkisiz bulunmustur.

VAG+I/R grubu, VAG+AP+I/R ile ve KAP+I/R grubu ise KAP+AP+I/R grubu ile
karsilastirildiginda, apelinin CCK salgisin1 arttirict  etkisinin daha da giiglendigi
gozlenmistir (sirasiyla, p<0,05 ve p<0,01) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Apelinin CCK salgisi iizerine etkisi. * p<0,05, ** p<0,01 ve *** p<0,001 dir.
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5. TARTISMA

Mide NSAID’ler, toksik maddeler, safra asitleri, HCI ve pepsin gibi endojen ve ekzojen
pek ¢ok zararli madde ile dogrudan karsilagmaktadir. Bunlarin yani sira organ nakli,
hemorajik sok ve trombolitik tedavi gibi durumlar sonucu I/R hasarma da maruz
kalabilen bir bolgedir. Midede, bu hasarlayici faktorlere karsi koruyucu mekanizmalar
bulunmaktadir. Son yillarda, bu mekanizmalar1 aktive ederek mide mukozasinin
korunmasini saglayan peptitler tizerinde durulmaktadir. Calismamizda, apelinin, I/R
hasarina kars1 koruyucu etkisinde vagus sinirinin ve kapsaisine duyarli duysal liflerin
rolii aragtirllmigtir. Elde ettigimiz bulgular, apelinin mide mukoza bariyerini giiclendiren

etkisinde, n. vagus ve duysal sinirlerin rolii oldugunu gostermistir.

flk asamada, apelinin I/R hasarma kars1 mide igin koruyucu etkisini gostermek iizere,
I/R oncesi apelin uygulanmis ve bulgularimiz apelinin, I/R grubuna gore lezyon
olusumunu anlamli sekilde azalttigim gostermistir. /R, doku kanlanmasinin
bozulmasiyla hasara neden olan patolojik bir siirectir (Pontes ve ark., 2016). Iskemi ile
kan akiminin kesilmesi, aerobik dokuda hipoksi olusturarak, hem hiicrelerin normal iyon
dengesinin bozulmasina hem de enerjisi icin gerekli besinin karsilanamamasina neden
olmaktadir. Reperfiizyon ile kan akimimin yeniden saglanmasi ise, ndtrofil
infiltrasyonunun ve dolayisiyla oksidatif stresin artisi sonucunda, iskemi sirasinda
tetiklenen siireci daha da giiglendirerek hasari arttirmaktadir. I/R hasarina neden olan
mekanizmalar géz Oniine alindiginda apelinin koruyucu etkisi beklenen bir sonugtur.
Daha oOnceki c¢aligmalarda apelinin mukozal kan akimini arttirdigi, dokuda nétrofil
birikimini baskiladigi ve ayrica antioksidan kapasiteyi giliglendirerek oksidan stresi
azalttig1 gosterilmistir (Nishida ve ark., 2012; Pisarenko ve ark., 2014; Birsen ve ark.,
2017). Bu bulgular1 destekleyici nitelikte olan ¢alismamizda da apelin, kan akimindaki
I/R’ye bagli azalmayir engellemis, mide dokusunda noétrofil birikimini ve notrofil
birikimindeki azalmaya bagli olarak TNF-o salimimini ve LPO’yu azaltmistir. Apelin,
sadece hasara neden olan faktorlerin azaltilmasini saglamakla kalmamis, ayn1 zamanda
mide dokusunda hasar1 Onleyici etkisi bilinen CGRP ve PGE>’nin I/R’ye bagh
azalmasimi engellemistir. Bunlarla birlikte apelinin, mide mukozal bariyerini

giiclendirdigi bilinen CCK’nin salinimin1 da arttirdigi gézlenmistir. CCK’nin, eNOS
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araciligtyla NO yapimimi ve ayrica duysal liflerden CGRP salgisin1 uyardigi
bilinmektedir. Bulgularimiz, apelinin midedeki hasara neden olan faktorleri azaltip,
bariyeri gii¢lendiren bilesenleri arttirarak mukozayr I/R hasarina karst korudugunu

gostermektedir.

I/R hasarinda etkili olan faktorlerin pek ¢ogu mukozada duysal sinirleri uyararak,
koruyucu mekanizmada gorevli bilesenlerin artmasina neden olmaktadir (Holzer ve ark.,
2004; Lai ve ark, 2017). O nedenle bu c¢alismada apelinin koruyucu etki
mekanizmasinda, duysal liflerin ve n. vagusun rolii arastirilmistir. Duysal liflerin ve
n.vagusun aktivasyonu ile PGE,, CGRP ve NO gibi koruyucu faktorlerin
salgilanmasinin arttigi, bunlarin yani sira dokuda nétrofil birikiminin gostergesi olan
MPO aktivitesinin, inflamasyonda gorevli sitokin salgisinin ve LPO’yun baskilanarak
damar biitiinliigiine katki saglandigi bilinmektedir (Pavlov ve Tracey, 2005; Oksana
Sulaieva, 2014 ; Lai ve ark., 2017). Literatiirdeki bu bilgiler ile uyumlu olarak
caligmamizda vagotomi ya da kapsaisin uygulanan I/R gruplarinda, lezyon indeksinin
arttig1 gozlenmistir. Vagotomi ve yiiksek doz kapsaisin ile fonksiyonu engellenen n.
vagus ve kapsaisine duyarli duysal afferent liflerin apelinin koruyucu etki
mekanizmalarindaki roliinii saptamak amaciyla olusturdugumuz gruplarda apelinin
lezyon olusumunu azaltic1 etkisinin daha az oldugu tespit edilmistir. Ancak apelinin
koruyucu etkisinin vagotomi ve kapsaisin ile denervasyon gruplarinda mevcut olmasi,
apelinin etki mekanizmasinda bagka faktorlerin de rol oynadigini goéstermektedir.
Vagotomi ve duysal liflerin denervasyonu apelinin mukozal kan akimin1 ve CGRP,
PGE, ve NO miktarlarmi arttirict etkilerinin yani sira, MPO aktivitesini ve LPO
diizeyindeki azaltict etkilerini de baskilamigtir. Bu bulgular vagotomi ve kapsaisin
gruplarinda I/R hasarinin apelinin etkisi ile azaldigini1 gosteren bulgularimizla paralel
olup, apelinin I/R’ye bagli mukozal hasar1 azaltic etkisinde n. vagusun ve duysal liflerin

biitiinliigliniin 6nemli oldugunu gostermektedir.

Calismamizda apelinin duysal lifler araciligi ile vagovagal reflekslerin tetiklenmesini
saglayabilecegi diisiiniilerek, duysal liflerde reseptorii oldugu bilinen ve dolayisiyla
vagal reflekslerin aktivasyonunu saglayarak istahin baskilanmasi ya da pankreas

salgistnin  arttirilmas1  gibi  ¢esitli  etkileri olan CCK’nin, apelinin  koruyucu
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mekanizmalarindaki yeri aragtirtlmistir. Apelinin CCK salgisini arttirdigr ve CCK’nin,
mide bosaliminin inhibisyonu ve bikarbonat ve pankreas salgisinin uyarilmasi gibi
apelinin gesitli etkilerine aracilik ettigi bilinmektedir (Kapica ve ark., 2012; Wattez ve
ark., 2013; Bulbul ve ark., 2017). Apelinin CCK salinimina etkisini gostermek amaciyla,
plazmada CCK seviyesi 0l¢iilmiistiir. I/R grubunda kontrole gore anlamli sekilde artmis
olan CCK seviyesi, vagotomi, kapsaisin ya da lorglumide uygulamasi1 sonucunda daha
yiiksek tespit edilmistir. CCK’nin ve reseptorlerinin inflamasyon durumunda degistigi
bilinmektedir. H. Pilori ile infekte olmus farelerde ya da septik hastalarda CCK
seviyesinin yiikseldigi (Weiland ve ark., 2005; Nguyen ve ark., 2007; Bercik ve ark.,
2009), ayn1 zamanda hepatik I/R hasarinda karaciger ve plazma 6rneklerinde CCK’nin
ve karaciger dokusunda CCK reseptoriiniin ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Zhang
ve ark., 2017). Vagusun CCK salgisinin bir diizenleyicisi oldugu bilinmekle birlikte,
vagotomi sonucunda CCK seviyesinin nasil degistigi konusunda ¢eligkili bilgiler
bulunmaktadir. Kopeklerde trunkal vagotominin (Singer ve ark., 1989) ve sicanlarda
vagal stimiilasyonun, vagotominin veya kapsaisin ile denervasyonun CCK saliniminda
etkili olmadigi (Lewis ve Williams, 1990) gozlenirken; insanda ve domuzda
vagotominin CCK salgisini arttirdigi bildirilmistir (Hopman ve ark., 1984; Ripken ve
ark., 2015). I/R’den 6nce uygulanan apelin ise literatiir ile uyumlu olarak (Flemstrom ve
ark., 2011; Wattez ve ark., 2013) CCK’y1 I/R grubuna gore daha ¢ok arttirmistir. Bu
bulgular, apelinin CCK’ya bagli olarak duysal liflerin aktivasyonuna neden olarak hem
bu sinirlerin ucundan aracilarin salgilanmasini, hem de vagal refleks mekanizmalar ile
mediyatorlerin salinimini uyarabilecegi fikrini giiclendirmektedir. Apelin ile artan CCK
seviyesi vagotomi ya da lorglumide ile degismemis, kapsaisin ile daha da artmigtir. Bu

sonuglar apelinin CCK diizeyini arttiran etkisinin vagus, duysal lifler ve CCK’dan

bagimsiz oldugunu gostermektedir.

I/R hasarinin patofizyolojisi olduk¢a kompleks mekanizmalari igermekle birlikte, baslica
inflamatuar cevap ile iliskilidir. Ozellikle reperfiizyon asamasinda nétrofillerin dokuya
migrasyonu sonucu MPO aktivitesinin artisina bagli olarak ROS’un iiretimi ve
inflamatuar sitokinlerin salinimi hasara neden olmaktadir (Pontes ve ark., 2016). Yiiksek
seviyedeki ROS, I/R hasarinda rol oynayan baslica etmenlerden biridir. I/R hasarinda

hiicre ici ROS kaynagindan epitel ve endotel hiicreleri sorumluyken, hiicre dist
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tiretimden notrofiller sorumludur (Kwiecien ve ark., 2014). I/R sirasinda, hiicrelerde
ksantin oksidaz enzimi aracilig: ile yiiksek miktarda siiperoksit iiretilerek nétrofillerin
dokuya infiltrasyonu saglanmaktadir. Oksijen radikalinin olusumunu katalize eden
NADPH oksidaz1 i¢eren notrofiller ise, H2O,’den hipoklor6z asit iiretimini saglayan
MPO enzimini de igermektedir. Bu nedenle, arastirmalarda nétrofil infiltrasyonunun
gostergesi olarak MPO aktivitesinin l¢imii yaygin olarak kullanilmaktadir (Pulli ve
ark., 2013). Calismamizda I/R grubunda sitokin artis1 ile paralel olarak MPO
aktivitesinde de artis gozlenmistir. MPO aktivitesindeki bu artis vagotomi, kapsaisin ya
da lorglumide ile daha da fazlalasmistir. Literatiirde TRPV1reseptoriiniin
baskilanmasinin, dolayisiyla CGRP salgisindaki azalisin, lokal inflamasyonu arttirdigi
ve boylece sistemik inflamatuar cevaba katki sagladig: bildirilmistir (Fernandes ve ark.,
2012). Benzer sckilde vagotomi ile vago-vagal antiinflamatuar refleks cevabinin ortadan
kalkmasi (Han ve ark., 2017) ya da CCKA reseptor antagonistinin kullanilmasi ile
CCK’nin antiinflamatuar cevap olusturamamasi sonucunda nétrofil infiltrasyonuna bagli
olarak gozlenen MPO aktivitesindeki artig beklenen bir sonugtur (Bozkurt ve ark., 2003;
Saia ve ark., 2014). Apelinin ise I/R’deki MPO aktivitesini baskiladigi gozlenmis olup,
bu etkisinin n. vagus veya kapsaisine duyarli duysal néronlarin ortadan kaldirilmasi ile
baskilandigi gézlenmistir. Bu sonuglar apelinin MPO aktivitesine etkisinde vagusun ve

duysal liflerin rol alabilecegini, ancak CCK’nin rol almadigini gostermektedir.

I/R sirasinda mide mukozal bariyerinin zayiflamasina bagli olarak mide asitinin geri
difiizyonu artmaktadir. Hem I/R sirasinda salgilanan sitokinler hem de submukozaya
ulasan asit, vagal afferent duysal ndronlarin uyarilmasini saglamaktadir (Schuligoi ve
ark., 1998; Michl ve ark., 2001; Danzer ve ark., 2004). Uyarinin NTS’ye taginmasi ve
DMN fiizerindeki diizenleyici etkilerine bagli olarak ‘vagal antiinflamatuar refleks yolu’
mekanizmasi ile inflamatuar yanit baskilanmaktadir (Tracey, 2009; Han ve ark., 2017).
Benzer sekilde duysal liflerin biitiinliigii de, inflamatuar siirecin sinirlandirilmasi igin
gereklidir. Suya batirma ve hareketsizlik stresi veya I/R gibi inflamatuar siirecin rol
oynadigr durumlarda, CGRP’nin inflamatuar hiicrelerde NF-B’nin aktivasyonunu
inhibe ederek TNF-a salgisini baskiladigi, hem de asit salgisini inhibe ederek asitin geri
difiizyonunu azalttig1 bilinmektedir (Harada ve ark., 2003; Lei ve ark., 2016; Duan ve

ark., 2017). Dolayisiyla EPAN’larin denervasyonu, inflamasyonun uzamasina neden
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olmaktadir (Magierowski ve ark., 2018a). Ayrica, CCK miktarinin ve reseptor
ekspresyonunun inflamatuar kosullarda arttigi, immiin hiicrelerde kemotaksis ve
fagositik Ozelliklerini baskilayarak antiinflamatuar ozellik gosterdigi bilinmektedir
(Bozkurt ve ark., 2003; Saia ve ark., 2014). Sonuglarimiza goére I/R’den once apelin
uygulamasinin TNF-a salgisin1 baskiladigi gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalarda, apelinin
NF-xB’nin baskilanmasini saglayarak veya makrofajlar iizerindeki reseptdrii araciligiyla
sitokin salinimini azaltarak inflamasyonu azaltici etki gosterebilecegi belirtilmistir (Han
ve ark., 2013; Xin ve ark., 2015; Izgut-Uysal ve ark., 2017). Calismamizda, apelinin
TNF-o’y1 azaltic1 etkisinin vagotomi, duysal liflerin denervasyonu veya lorglumide ile
degismemis olmasi, apeline ait bu etkinin n. vagus, kapsaisine duyarl duysal lifler veya

CCK araciligiyla olmadigini gostermektedir.

Lipid peroksidasyonunun miktari, oksidatif stresin en Onemli gdstergesi olup, I/R
sirasinda olusan hasarin en 6nemli nedenidir. Calismamizda da I/R grubunda LPO
miktarmin kontrole gore arttigt (Guo ve ark., 2014) ve vagotomi veya kapsaisin
uygulamalari ile bu artisin daha fazla oldugu, lorglumide ile degismedigi gozlenmistir.
(Brzozowski ve ark., 2001b; Szlachcic ve ark., 2013). Apelinin ise, I/R’nin neden
oldugu LPO’daki artig1 baskiladigi gosterilmis olup, bulgumuz 6nceki ¢aligmalarimizi ve
literatiirdeki diger bilgileri destekler niteliktedir. Grubumuz tarafindan apelinin stres-
aracili LPO’yu kendi reseptorii aracilifiyla baskiladigi APJ reseptdr antagonisti
kullanilarak gosterilmistir (lzgut-Uysal ve ark., 2014; Birsen ve ark., 2017). Ayrica
apelinin ¢esitli dokularda antioksidan enzimlerin sentezini artirarak oksidatif stresi
azalttig1 bilinmektedir (Nishida ve ark., 2012; Pisarenko ve ark., 2014). Calismamizin
devaminda vagotomi, kapsaisin ya da lorglumide ile apelinin LPO’yu azaltic1 etkisinin
ortadan kalktig1 tespit edilmistir. Bu da, apelinin LPO’yu baskilayici etkisinde vagus
sinirinin, duysal ndronlarin ve CCK’nin rol aldigimi gostermektedir. Bu bulgular
1s181inda, apelinin, I/R’ye baglh LPO’yu azaltic1 etkisinde n. vagus ve duysal liflerin
aracilik ettigi, ayn1 zamanda apelinin CCK salgisini arttirdigi, CCK’nin da duysal liflerin
aktivasyonu araciligiyla vagal efferent ¢ikislarin diizenlenmesini saglayarak, dokuda

oksidan stresi azaltabilecegi diisiiniilebilir.
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Apelinin mide mukozasin1 koruyucu etkisinde yer aldigini diislindiigiimiiz duysal lifleri
ve vago-vagal refleksleri incelemek amaciyla, vagal afferent ndronlarin SSS’deki giris
yeri olan NTS’de ve vagal efferentlerin ¢ikis yeri olan DMN’de cfos proteininin
ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda I/R grubunda hem NTS’de hem de DMN’de cfos ekspresyonunun
arttig1, ancak vagotomi ya da kapsaisin ile bu artisin kontrol seviyesine geriledigi ve
lorglumide ile degismedigi gozlenmistir. I/R sirasinda mide mukozal bariyerinin
zayiflamasina bagli olarak mide asitinin geri difiizyonunun arttigt ve bdylece
submukozada bulunan duysal sinir uglariin uyarildigi bilinmektedir (Michl ve ark.,
2001; Danzer ve ark., 2004). Vagal afferentler ile alinan bilginin NTS’ye tasindigi hem
nodoz gangliyonda hem de NTS’deki artan cfos ekspresyonu ile gosterilmistir (Wu ve
ark., 2005). Bu, vago-vagal reflekslerin tetiklenmesini saglayarak mukozanin korunmasi
ile ilgili mekanizmalarin aktive edilmesi igin gerekli bir telafi edici mekanizmadir
(Oksana Sulaieva, 2014 ). Bu bilgi dogrultusunda, %90’1 vagal afferentlerden olusan
vagusun vagotomi ile ortadan kaldirilmasi ya da %40-70’i arasinda TRPV1 reseptorii
iceren vagal afferentlerin kapsaisin ile denerve edilmesi ile gézlenen NTS ve DMN’deki
cfos ekspresyonunundaki azalis beklenen bir sonugtur (Grundy, 2002; Patterson ve ark.,
2003). I/R’den once uygulanan apelin ise I/R’nin neden oldugu cfos boyanma
yogunlugundaki artist daha da arttirmis, vagotomi, kapsaisin ya da lorglumide
uygulamas ise artigt 6nlemistir. Bu konuda yapilmis ¢alismalarda, periferik uygulanan
apelinin, CCK araciligiyla kapsaisine duyarli duysal néronlar1 aktive ederek GI motor
fonksiyonlart baskiladigi gosterilmistir (Bulbul ve ark., 2017). Aymt sekilde ekzojen
apelinin pankreas salgisini uyardigr ve bu uyarict etkinin tarazepide (CCKI1 reseptor
antagonisti), kapsaisin ya da vagotomi ile ortadan kalktig1 gosterilmistir (Kapica ve ark.,
2012). Ayrica, CCK’nin da kapsaisine duyarli vagal afferent lifler araciligiyla, NTS’de
ve AP’da cfos ekspresyonunu arttirdigi bilinmektedir (Monnikes ve ark., 1997; van de
Wall ve ark., 2005). Bu sonuglar apelinin n. vagus ve duysal lifler araciligr ile NTS ve
DMN iizerinden etki edebilecegini gostermektedir. Bulgularimiza gére, vagotomi veya
kapsaisin uygulanmis I/R gruplart ile, apelin uygulanmis gruplar arasinda fark

bulunmasi, apelinin NTS ve DMN’de cfos ekspresyonunda ilave arttirict etkisinin
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sadece vagus siniri ve kapsaisine duyarli duysal lifler araciligiyla olmadigini

distindiirmektedir.

Midede akut mukozal hasara bagli olarak H" veya sitokinler gibi etmenler ile uyarilan
EPAN’larin uglarindan CGRP, Substans P ve somatostatin gibi ¢esitli vazodilator
mediyatorler salgilanarak mukozal kan akimimin arttirilmas: s6z konusudur (Abdel-
Salam ve ark., 1999; Abdel-Salam ve ark., 2001). Calismamizda I/R grubunda her ne
kadar NTS’de gosterilen cfos proteinin ekspresyonundaki artis ile EPAN’larin uyarildigi
kanitlanmis olsa da CGRP miktarindaki azalma dikkat ¢ekicidir. Prostaglandin ve eNOS
aracilt NO iretimi ile birlikte mukozal kan akimini arttirip, lokositleri ve sitokin
ifadesini baskilayarak koruyucu etki gosterdigi bilinen CGRP’nin miktarindaki azalma,
aslinda I/R grubunda saptanan bariyer komponentlerindeki degisiklikler ile uyumludur
(Feng ve ark., 2011). Bu konuda yapilmis olan bir ¢alismada renal CGRP seviyesinin
reperfiizyondan 1 saat sonra arttig1, 3 saat sonra ise iskemi oncesi seviyeye geri dondiigii
tespit edilmistir (Mizutani ve ark., 2009). Baska bir ¢alismada ise bizim ¢alismamizda da
oldugu gibi 3,5 saat yapilan I/R’den sonra mide mukozasinda CGRP mRNA’sinin
azaldig1 gozlenmistir (Konturek ve ark., 2006). Calismamizda, I/R grubundaki CGRP
miktarindaki bu diislisiin vagotomi ya da yiliksek doz kapsaisin ile daha belirginlestigi,
lorglumide ile cfos’ta da gozlendigi sekilde degismedigi bulunmustur. I/R’den Once
uygulanan apelin ise CGRP salgisin1 anlamli sekilde arttirmis ancak vagotomi, kapsaisin
ya da lorglumide ile bu etki baskilanmistir. Bulgularimiz, apelinin mideyi koruyucu
etkilerinde duysal lifler, n. vagus ve CCK aracili CGRP salgisinin énemli oldugunu
gostermektedir. Ayrica vagotomi uygulanan I/R grubu ile apelin verilmis vagotomili I/R
grubu karsilastirildiginda, apelinin CGRP miktarin1 vagus olmasa da bir miktar arttirdig
goriilmiistir. CGRP, EPAN’lardan spinal duysal sinir liflerinin ucundan da
salgilanmaktadir ve bunlarin %65-95’1 kapsaisin reseptoriinii eksprese etmektedir (Tan
ve ark., 2008; Cavanaugh ve ark., 2011). Dolayisiyla apelin, kapsaisin reseptorii
olmayan spinal sinir liflerine etki ederek de CGRP salgisini uyariyor olabilir. Ancak,
apelin ile spinal sinir lifleri arasindaki iliskiye dair herhangi bir literatiir bilgisine

rastlanmamustir.
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Mukus-bikarbonat salgisint arttiran ve NO {iretimi araciligl ile mukozal kan akimin
giiclendiren PG’ler mukozal bariyerin 6nemli bir bilesenidir (Takeuchi, 2014).
Calismamizda I/R grubunda literatiir ile uyumlu olarak PGE; miktarinin azaldig1 ve bu
azalisin vagotomi, kapsaisin ya da lorglumide ile daha belirginlestigi gozlenmistir
(Mercer ve ark., 1998; Brzozowski ve ark., 2006; Gemici ve ark., 2010). Apelin I/R’ye
bagli olarak PGE; miktarinin azalmasini engellemis, ancak ayni sekilde bu etki
vagotomi, kapsaisin ya da lorglumide ile ortadan kalkmistir. Elde ettigimiz bulgular,
grelin, oreksin-A gibi pek ¢ok peptitte oldugu gibi, apelinin de PG salgisini arttirici

etkisinde n.vagus, duysal néronlarin ve CCK’nin aracilik ettigini gostermektedir.

NOS araciligiyla cesitli hiicrelerden salgilanan NO, GIS’de farkli mekanizmalara
aracilik etmektedir. Normal kosullarda oldukca diisiik diizeyde iiretilen NO, kan
akimmin diizenlenmesi, bagisiklik sistemindeki hiicrelerin adezyon 06zelliklerinin
baskilanmasi ve bariyer fonksiyonunun giiglenmesi gibi etkilere sahiptir. inflamasyon
durumlarinda aktive olan iNOS’un etkisiyle ¢ok yiiksek oranda iiretilen NO ise oksidan
strese, hiicre toksisitesine, immiin hiicre aktivasyonuna ve LPO’na neden olmaktadir.
Bizim c¢alismamizda da, I/R grubunda literatiirle uyumlu olarak NO miktarinda artis
gozlenmistir. Vagotomi veya kapsaisin uygulanan I/R gruplarinda ise NO miktarinin
daha da artti§i bulunmus olup, bu artisin iINOS aktivitesindeki artisa bagl olabilecegi
diistinlismektedir. Bu konuda yapilan caligmalarda, vagal stimiilasyonun eNOS’un
aktivitesini arttirirken, NF-xB’nin hedef genlerinden olan iNOS’u baskiladigi
gosterilmistir (Sabbah, 2011; Sun ve ark., 2013). Duysal liflerin u¢larindan salgilanan
CGREP ise, nNOS ve eNOS araciligiyla NO salgisini1 arttirmaktadir (Torres-Narvaez ve
ark., 2012; Raimura ve ark., 2013). Vagotominin etkisine benzer sekilde, bu liflerin
denervasyonu, iNOS’un mRNA ekspresyonunun artisina sebep olmaktadir
(Magierowski ve ark., 2018a). CCK’nin eNOS araciligi ile NO artisina neden oldugu
bilinmektedir ve I/R’ye bagh NO artistni lorglumide tarafindan baskilandigi
saptanmistir. Bulgularimiza gore apelinin NO {iretimini I/R grubuna gore daha fazla
arttirdigr bulunmustur. Apelinin eNOS ekspresyonunu ve NO iiretimini arttirarak
vazodilatasyona katki sagladigi rapor edilmistir. Ancak vagotomi, kapsaisin ya da

lorglumide’nin etkisi ile apelinin NO iizerindeki uyarici etkisi baskilanmastir.
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Mide bagirsak sisteminde hasara bagli olarak afferent duysal liflerin aktivasyonu
sonucunda bolgesel ve vago-vagal reflekslerin tetiklenmesi ile liiminal asit ve pepsine
kars1 epitel tabakasmnin korunmasinda oldukc¢a onemli olan mukus sekresyonunun
artmasi, bir adaptasyon mekanizmasidir ve en 6nemli diizenleyicisi n. vagus’tur (Miyake
ve ark., 2006). Calismamizda da NTS ve DMN’de cfos protein ekspresyonu ile
dogrulanan vago-vagal reflekslerin aktivasyonu sonucunda I/R grubunda mukus
salgisinin arttig1 gozlenmis ve mukus sekresyonundaki I/R’ye bagli artig, vagotomi,
kapsaisin ya da lorglumide ile ortadan kalkmistir. CCK ve CGRP’nin asit salgisini
baskilayip, mukus salgisini uyardigi bilinmektedir (Lloyd ve ark., 1992; Tani ve ark.,
2002). I/R oncesinde apelin uygulamasi ise mukus miktarindaki artist Onlemistir.
Apelinin mukus salgisin1 azaltic1 etkisi, vagotomi, kapsaisin ya da lorglumide ile
degismemistir. APJ reseptoriiniin goblet hiicrelerindeki varligi bilinmesine karsin
(Flemstrom ve ark., 2011; Ohno ve ark., 2012), mukus sekresyonu tizerindeki etkisi

heniiz agikliga kavusturulamamastir.
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6. SONUC ve ONERILER

1) inflamasyon, hipoksi ve oksidan strese bagli olarak iiretiminin artt1g1 bilinen ve gesitli
dokularda koruyucu etkileri gosterilmis olan apelinin, I/R hasarmna karst mideyi

korudugu gosterilmistir.

2) Apelinin, bir yandan I/R’nin zararli etkilerini azaltirken, bir yandan da midenin

mukozal bariyer bilesenlerini gii¢lendirerek koruyucu etki gosterdigi saptanmustir.

3) Apelinin, I/R hasarina kars1 mideyi koruyucu etkisinde vagus siniri ve kapsaisine-

duyarli duysal liflerin rol oynadigi ilk kez bu ¢alisma ile gosterilmistir.

4) I/R uygulanan midede, apelin etkisi ile duysal liflerin aktive oldugu ve duysal liflerin

aktivasyonuna CCK’nin aracilik ettigi saptanmuistir.

5) /R hasarma karsi, apelinin mukozal bariyer bilesenleri iizerinden mideyi koruyucu

etkisinde CCK’nin rolii gosterilmistir.
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